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第1章　序論
1．1　本研究の背景
1．1．1　マイクロ加工技術の現状
　現在，バイオテクノロジー，IT関連機器，電子機器，光学機器などの新しい産業にお
いて，マイクロテクノロジーあるいはナノテクノロジーが急速に重要となってきた．半導
体製造技術や遺伝子操作技術など，肉眼では観察し得ない領域での技術が我々の生活を支
えている．そこで，半導体関連産業，IT関連産業，精密機器製造産業，光学関連産業を
はじめとして様々な産業分野において，各種材料を対象にした微細加1二技術の開発が盛ん
に行われている．特に，微細加工技術はMEMS（Micro　Electro　Mechanical　Systems），マイ
クロマシン，センサなどのような超精密微細構造デバイスに適用されている．図1－1にM
EMS／デバイス，マイクロマシン，超精密・微細加工，計測技術などを対象とした展示
会であるマイクロマシン／MEMS展における出展企業団体数と参加者数の年次推移を示し
た1）．図1－1に示すように多くの企業が参入しきており，マイクロテクノロジーに関連す
る産業の拡大と成長がわかる．これらのデバイスは様々な分野に応用するために研究開発
が進められているが，特に，在宅医療の発展，POCT（Point　of　care　testing：診療・看護な
どの医療現場での臨床検査）の発展，医療ミスの低減などのために，医療機器への応用が
期待されている．しかし，医療機器の微小化の課題として，強鹿耐久性，エネルギ供給
方法，生体適合性，安全性，信頼性などが考えられる．微細加工技術を利用した医療用部
品の作製に関する研究では，カテーテルや無痛針を作製する研究が行われている．例えば，
異方性エッチングによるマイクロニードルアレー・・一一の作製2），生分解性材料を用いたランセ
ットの作製3），レーザ加工によるフレキシブルなマイクロニードルの作製4）などが行われ
ている．また，微細加工技術を利用して血管の狭窄部を拡張する時に用いるステントを作
製する研究も行われおり，レーザ加工，化学処理または電解研磨によるステントの作製5）
や，レーザ加工を利用した薬物徐放機能をもつカバーステントの作製6）などがある．マイ
クロ部品の作製以外にもデバイスや装置開発に関する研究では，カプセル内視鏡に用いる
ためのマイクロアクチュエータの開発7）や，目の中に装着して涙液糖を連続測定するバイ
オセンサの開発8）や，非侵襲の光ドップラー式マイクロ血流センサの開発9）などが行われ
ている．
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　微細加工技術，MEMS，マイクロマシン技術などの発展に伴い，マイクロ流体やナノ
流体に対する技術開発が，半導体関連産業，電子機器産業，バイオテクノロジー産業など
のような微小領域を扱う分野において必要不可欠となっている．例えば，半導体関連産業
や電子機器産業では微細加工技術の発展に伴ってICやメモリなどの電子デバイスを集積
化・小型化することによって高性能化が図られてきたが，マイクロプロセッサをはじめと
する電子デバイスからの発熱が増加したため，液体をマイクロ流路に流すことによって冷
却する方法が検討されている．また，化学関連産業やバイオテクノロジー産業などでは約
20年前から小型化の研究がはじめられており，例えば，クロマトグラフィーに用いられる
中空シリンダーの大きさは，数cmから数mmへ，さらに数百μmへと微小化が進んでお
り，今後はさらに分析装置全体の小型化が望まれている．マイクロ流路を利用することに
よって，高効率化，省資源，省エネルギー，携帯性などの効果が期待できる．さらに，ダ
ウンサイズによる新しい効果として，例えば，反応が早く終わることや，電気的な送液が
可能になること，微粒子1つ1つを取り扱えるなどが考えられる．このようなマイクロ流
体を扱う代表的な技術分野にμTAS（Micro　Total　Analysis　System）と呼ばれるマイク
ロ分析システムがあり，近年注目されている10’ll）．また，μTASはLab－on－a－chipとも呼
ばれ，すなわち「1つのチップに実験室を実現する」というように，化学やバイオの分野
における研究開発手段としての活用も盛んである．これ以外にも，マイクロリアクター，
micro　fluidic　device，　bioMEMESとも呼ばれている．
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図1－1マイクロマシン／MEMS展における出展企業団体数と参加者数の年次推移
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1．1．2　μTASの特徴と研究動向
A．μTASの特徴
　近年，血液検査やDNA分析など多くの分野においてマイクロ流体の成分分析を精度良
く，迅速に行いたいという要求が高まっている．そこで，図1－2に示すような流体試料の
注入，混合，撹持，分離，抽出を行う機構部品や，流路，溜池，検出，測定などの流体分
析に必要な要素を小型・集積化したμTASが注目されている．μTASにより，試料や
試薬の低減，廃液の低減，測定時間の短縮，省電力化，携帯性の向上などが期待されてい
る10“12）．
　μTASを構成するマイクロ流体デバイスには以ドのような特徴があげられる1剛．
（1）集積化
　　マイクロ化に伴い，分析の並列化，装置全体の小型化などができる．
（2）液体量の低減
　　マイクロ化に伴い，分析に必要となる試料・試薬や廃液量などを低減できる．
（3）効率的で高速な混合
　　空間が非常に小さいため分子の拡散移動距離が短くなり，混合などの物質移動が高速
　　となり，化学プロセスに要する時間が大幅に短縮できる．
（4）界面での効率的な反応
　　試料体積に対して接触する固体の表面積あるいは液体と液体が接触している界面積
　　の割合が大きいため，抽出などの界面を利用した化学プロセスを撹絆などの機械的操
　　作なしで迅速に行える．
（5）効率的な温度制御
　　熱容量が小さく，単位体積あたりの表面積が大きいために，熱交換の効率が極めて高
　　く，急速な温度切り替えなどの温度制御が容易に実現できる．
（6）滞留時間の制御
　　流路の長さや流速を調節することによって滞留時間を極めて短くすることができる．
　　不安定活性種の制御などに有効であり，迅速に次の反応に利用することができる．
以上のような特徴をもつμTASは，基礎科学から新産業創出まで幅広い分野で技術革新
をもたらすと期待される．
　次に，μTASの対象分野としては，表1－1に示すように多くの分野に応用が可能であ
ると考えられている．医療・創薬分野では，臨床医療の高度化，在宅医療の発展，重大感
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3
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図1－2　μTAS（マイクロ分析システム）の概念図
　　　表1－1　μTASの応用分野とその例
応用分野 応　用　例
医療・創薬
・血液検査　　　　　　　　　　　　・新薬開発
Eヘルスケア　　　　　　　　　　・薬物体内動態
EPOCT　　　　　　　　　　　　　・ゲノム／プロテオーム
E遺伝子解析・DNA分析
化学 ・化学プラント　　　　　　　　　・有機合成（コンビナトリア
E化学プロセスのモニタリング　　　　　　　ルケミストリー）
バイオ・食品
・細胞培養　　　　　　　　　　　　・微生物実験
E細胞溶解　　　　　　　　　　　　・食品検査・管理
Eタンパク質結晶化　　　　　　　・発酵・醸造
E細胞配置
環境分野
・大気モニタリング　　　　　　　・有害物質の分析
E土壌モニタリング　　　　　　　・漏洩検査センシング
E水質モニタリング　　　　　　　　システム
エレクトロニクス
・燃料電池　　　　　　　　　　　・マイクロマシン
E小型（可搬型）エネルギー技術　　　・極限環境の探査（宇宙，
E電子デバイス（冷却など）　　　　　　　　　　深海、火山等）
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染症予防，新薬の開発などに対する応用が期待される．化学・バイオ・食品分野では，化
学物質の生成，細胞や微生物の操作，食品開発，品質管理などに対する応用が期待される．
環境分野では，環境破壊に対するモニタリングとしての応用が期待される．エレクトロニ
クスでは，エネルギー機器，電子デバイスなどへの応用が期待される．特に，DNAチッ
プや血液検査などのような医療・生物化学の分野は最も実用化が期待されている分野であ
る．しかし，μTASを実現するためには技術的な課題も多く，現在までに実用化されて
いる例は少ない．
B．μTASの研究動向
　これまでにエレクトロニクスの発展とともに，シリコンに集積回路を作製する微細加工
技術も発展してきた．この加工技術は1970年代後半にはマイクロマシン技術にも応用され
るようになった．そして，マイクロ流体へ応用され，例えば1979年に報告されたスタンフ
ォード大学のガスクロマトグラフの例があるB）．シリコン基板に，試料注入バルブ，分離
カラム及び熱伝導検出器を一体化したものである．この技術は小型のガスボンベとともに
システム化され，可搬型のガスクロマトグラフとして製品化された．さらに，1989年には
Manzらがlnternational　Conference　on　Solid－State　Sensors　and　Actuators（Transducers‘89）でμ
TASという概念を提唱し，　1990年に同グループにより液体クロマトグラフの分離カラ
ムと電気伝導度検出器を集積化したチップが報告された14）．1997年にも同グルー一・・プにより
電気浸透性流れによって小型化された総合的化学分析システム（μTAS）の作製が報告
された15）．その後，マイクロマシン技術の応用分野として，μTASの研究が多く取り組
まれるようになった．
　μTASをはじめとする化学反応を行うためのマイクロデバイスはマイクロリアクタと
も呼ばれている11）．1994年にμTASの国際会議がオランダのEnschedeにあるTwente
大学で開催された．1997年にドイツ連邦科学技術省（BMBF）が助成プログラム「化学プ
ロセス用マイクロリアクタシステム」を発表し，イギリスでは1999年に分析および合成用
マイクロリアクタシステムを実現する技術開発のためのコンソーシアムをつくり，アメリ
カではMIT大学やHarvard大学など多くの大学や研究機関によってマイクロ化学の研究が
活発に進められている．日本では，1993年に生田らによって，理化学装置や医療分析分野
に適用するマイクロ集積化流体システムの提案と試作試験結果が報告され16），1997年には
大堀らにより医療用μTASを目的とした血流制御のための3方マイクロ弁の開発が報告
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された17｝．さらに近年，この分野に対する関心が急速に高まっており，東京大学，（財）神
奈川科学技術アカデミー，日立製作所をはじめとする多くの研究機関や組織において研究
開発が活発になっている．現在では，表1－2に示すように多くの企業や研究機関がμTA
Sの分野へ参入してきている、そして，2002年にμTASの第6回国際会議（μTAS
2002）が奈良県で開催され18），その後2006年に東京でμTAS2006が開催された．
　独立行政法人科学技術振興機構（JST）の科学技術文献情報データベース検索（JDream　n）
を用いてμTAS，　Lab－on－a－chip，　micro　fluidic　device，マイクロ流体デバイス，マイクロ流体
チップ等をキーワードとして，論文および短報の年別発表件数（発行国を限定しない場合と
日本に限定した場合）を調べた結果を図1－3に示す．1999年以降に件数が急速に伸びてお
り，μTASに関する研究開発が急速に進んでいることがわかる．また，1：記のμTAS
国際会議における発表申し込み数は，図1－4に示すように年々増加しており19），これは図
1－3の論文発表件数の推移と同様な傾向を示している．また，図1－5に東京で開催されたμ
TAS2006において採択された論文について，トピックス別に論文数の分布を示した19）．
約半分がマイクロ加工，MEMS，マイクロ流体，検出システムなどの物理や機械や電気系
の論文で，もう半分が化学やバイオ系の論文であり，これまでにμTASの製造技術に関
する研究と，μTASの応用分野に関する研究が同時に取り組まれてきたことがわかる．
μTASはMEMSの研究開発と化学・バイオ系の研究開発が協力しなければ進展しない分
野であり，両者のバランスの取れた研究が重要である．本論文で述べている技術分野は，
図1－5中の「マイクロ加工」，「マイクロ流体」，「マイクロ流体デバイス」，「検出・計測」，
「医療」のトピックスに相当しており，半数近くの部分に関連がある．
　　　　　　　　　　　　　　表1－2　μTASの関連機関
デバイスの種類 主な関連機関
μTAS，各種のバイオ
fバイス
東京大学，早稲田大学，京都大学，名古屋大学，東京工
ﾆ大学，筑波大学，東北大学，（財）神奈川科学技術アカ
fミー，（独）産業技術総合研究所，東芝，日立製作所，
Iリンパス，Agilent　Technologies，　Caliper　Technologies，
x場製作所，島津製作所，松下電器産業，Innneon
sec㎞010gies，オムロン，日立ハイテクノロジーズ，日立
ｻ成工業など
DNAチップ
東京大学，大阪大学，東京農工大学，北陸先端科学技術
蜉w院大学，Af5metrics，　Agilent　Technologies，タカラバ
Cオ，Naongen，オリンパス，日清紡，三菱レイヨン，
坥ｧソフトウェアエンジニアリング，東芝など
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図1－5　μTAS2006における採択論文のトピックス別論文数
C．μTASの現状
　μTASの基本ユニットであるマイクロ流体チップに関しては，実用化された例がいく
つかある．例えば，（株）日立ハイテクノロジーズがマイクロ流体チップの受託作製サービ
スを行っている．チップの素材にはシリコンポリマー（PDMS：polydimethylsiloxane）を用
い，フォトリソグラフィーで型を作製し，モールディングでPDMSに微細溝を作製し，
その後，基板と貼り合わせるとチップになる．また，東ソー・クォーツ（株）ではウェット
エッチングや機械加工によって作製した石英ガラスのマイクロチップを製造販売している．
　近年，このようなマイクロ流体チップを活用したμTASに関する研究開発が行われて
いる．亀井らは，ポータブル高速バイオ分析装置を目的として，励起光源と…体化可能な
集積型蛍光検出センサを提案・実証し20），さらに半導体微細加工技術を用いてアモルフ
ァスシリコン・フォトダイオード上に光学干渉フィルターを集積化することによって高速
高感度検出のDNA分析装置を開発した21）．Robillotらは，強磁性駆動と電気的検出によ
ってタンパク質や病原菌の定量化が可能なマイクロ流体デバイスと本体装置を開発した
22）．東京大学の北森らは，マイクロ流路の作製方法23），マイクロ化学プロセスの検討24），
熱レンズ顕微鏡の装置開発25），神経細胞イメージングの検討26），熱レンズ顕微鏡を測定手
段として免疫分析や細胞生化学分析など各種分析への応用についての検討27）を行ってい
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る．さらに，マイクロ化学技研（株）を設立し，研究開発成果である化学プロセスの集積化
技術とツール（集積化化学実験室　ICL：INTEGRATED　CHEMISTORY　LAB）を研究
者に供給しており28），これらはμTASの応用分野の研究開発におけるツールとして活用
できる．
　さらに，現在ではμTASを応用し実用化された分析機器がいくつかある．（株）島津製
作所では2007年8月に「DNA／RNA分析用マイクロチップ電気泳動装置」をμTASを応
用したラボツールとして実用化している29）．この装置は，ライフサイエンス研究における
DNAやRNAの核酸サンプルのサイズ（大きさ）の確認やおおまかな定量を，迅速かつ簡単
に行えるマイクロチップ電気泳動装置である．マイクロチップを用いた高速な電気泳動分
離を，蛍光検出により高感度に，しかも全自動で分析する装置である．しかし，石英製の
マイクロチップが比較的高価であり，分析コストが高い．そこで，マイクロチップは分析
前および終了時に自動的に洗浄を行い，標準サンプルと標準条件で分析した場合に3，600
回の再利用を可能にした．その結果，1サンプルあたりDNA分析で約25円，　RNA分析
で約35円のコストとなった．ただし，本体価格は398万円であり30），本体寸法はW415mm
×D545mm×H508mm，重さは43kgある．このように，チップに比べて流体駆動部や検
出部などを含めた周辺機器が，比較的大きく高価である場合が多い．また（株）三ツワフロ
ンテックでは，反射率測定干渉分光法の原理とマイクロ流体チップを組み合わせたバイオ
センサアレイシステムをμTASを応用したラボツールとして提供している．この装置は
生体分子間相互作用の速度定数を解析できる装置であり，光学薄膜とマイクロ流体チップ
を組み合わせることによって自由度や拡張性の高い研究開発向けおよびライン用のシステ
ムとして用いることができる31）．
1．1．3　μTASの作製方法および課題
A．μTASの作製方法
　マイクロ流体デバイスの主な加工方法32－34）としては，エッチングをはじめとする半導体
プロセスを応用した手法23’　35’　36），LIGAプロセス（Lithographie　Galvanoformung　Abformung）
をはじめとするMEMS技術による手法37・38），切削加工をはじめとする機械加工による手
法39・40），ナノインプリントをはじめとする転写加工やプラスチックモールディングなどに
よる手法41’43），微細放電加工による手法，レーザ加工による手法44’　45）などがある．マイク
ロ流体デバイスを作製する上で，これらの加工方法にはそれぞれ特徴がある．半導体プロ
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セスを応用した手法では，超微細な加工や高精度な加Ilが可能である．しかし，限定され
た材料しか適用できず25次元の加工に限られてしまい，また1：程も複雑でコストが高く
なってしまう課題がある、MEMS技術による手法では，マイクロ機構部品などを作製可能
である．しかし，工程が複雑でコストが高くなってしまう課題がある．機械加1：による手
法では，曲面などの3次元形状の加工が可能であり形状の変更も容易である．しかし，数
μmの形状の加工は困難であり，大量生産に不向きであり，またバリが発生してしまう課
題もある．転写加工やプラスチックモールディングなどによる手法では，比較的高精度な
加工が可能であり，コストも安く大量生産が可能である．しかし，高精度な型が必要であ
るとともに形状変更が困難であり，また限定された材料しか適用できず2．5次元の加Eに
限られてしまう課題もある．微細放電加工による手法では，金属への微細形状が加r：でき，
また転写加工や射出成形に用いる高精度な型を作製することが可能である．しかし，導電
性材料に限られ，加工時間が長くコストが高くなってしまう課題がある．レーザ加［によ
る手法では，数μmまでの形状の加工が実現でき，ドライ加工で比較的高速な加工でもあ
り，形状の変更も容易である．しかし，形状精度の確保やデブリが発生してしまうため洗
浄・除去する場合があるという課題もある．このようにマイクロ流路を作製する1二で，こ
れらの加工方法には加工寸法，形状精度，加工表面粗さ，加工速度，製造コストなどにお
いてそれぞれ利点と欠点があり，多くの大学や研究機関で研究開発が行われている．本研
究では，多品種少量生産が必要となるような場合におけるマイクロ流体デバイスの製造や
μTASの研究開発用マイクロ流体デバイスの製造などにおいて，多種多様な流路形状に
対応するためにはレーザ加工が最適であると考えた．
　また，マイクロ流体デバイスの作製方法として，吉田らは樹脂ラミネート法と呼ばれる
マイクロ流路作製法を開発した46）．樹脂ラミネート法によるマイクロ流体デバイスの作製
方法を図1－6に示す．この作製方法は，マイクロ機構部品や電極を予め組み込んだ基板上
に，樹脂フィルムをラミネート接着することによって樹脂部分を形成し，この樹脂部に流
路や反応用溜池などを作製する方法である．これにより，使用済みμTASは汚染された流
路等のある樹脂部分のみを洗浄・除去し，各種部品が組み込まれた基板部は再利用ができ
るため低価格化，洗浄・交換の簡素化，衛生的であるなどの効果が期待できる47）．そこで
本研究では，マイクロ流体デバイスの作製方法としてレーザ加工とこの樹脂ラミネート法
を用い，マイクロ流路作製技術の最適化にっいて検討を行った．
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図1－6　樹脂ラミネート法によるマイクロ流体デバイスの作製
B．μTASの課題
　μTASの研究はマイクロ空間を共通要素としているので，微細加工技術などのマイク
ロ空間を作製するための技術（製造者）やマイクロ流体を制御するための技術（製造者）
と，応用技術（ユーザー）が融合することでシステムが完成するという特徴がある．μT
ASにかかわる研究者は，機械，電気，情報，化学，バイオ，医薬，エネルギなどの多岐
にわたっている．したがって，μTASの実用化を促進するためには，異分野の研究者が
情報交換することが必要である．このうち，マイクロ流路の作製技術やマイクロ流体の制
御技術など，マイクロ流体デバイスの技術開発における課題や研究開発の具体的な内容と
しては，以下のような項目があげられる．
（D微細加工技術
　　高精度な微細形状の加工，バリやデブリのない加工面，高品位な加1二表面粗さの実現
　　が必要である．
（2）微小流路作製方法
　　流路となる溝が加工された基板に天板の部品を貼り合わせる時に，試料の漏れや流路
　　の変形が発生しない接着方法の確立が必要である．
（3）材料の選定や開発
　　加工性，耐薬品性，生体適合性，光透過性など検出のために必要な特性などを備えた
　　材料の選定，あるいは材料開発が必要である．
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（4）流体駆動方法
　　微量な試料でも駆動可能な方法や，微量な流体であるため高精度な流量の制御が必要
　　である．同時に，省力化や小型化が求められる．
（5）混合方法
　　マイクロ空間における流体の混合や，さらに層流となる場合における流体の混合が可
　　能な方法が必要である．
（6）試料の注入注出部
　　チップとポンプやチューブとの接続において試料の漏れや流れに影響の少ない注人
　　部が必要である．廃液の処理が容易で廃液の流出のない抽出部が必要である．
（7）分離・抽出方法
　　微量な流体であるため分解能が高い分離および抽出方法が必要である．同時に，省力
　　化や小型化が求められる．
（8）検出システム
　　微量な流体であるため定量性と検出感度が十分な検出システムの開発が必要である．
　　同時に，小型化が求められる．
（9）コスト
　　チップや本体などの周辺装置の低価格化が求められる．
（10）システム全体の小型化
このように，μTASを実現するためにはマイクロ流体デバイスにおける技術的な課題が
多く，さらに応用分野の課題もあるため，現在までに実用化されている例は少ない．
1．1．4　血液検査へのμTASの応用と発展
　現在，いくつかの研究グループが細胞分析や血液検査のためのμTASを研究開発して
いる．Sethuらは，ほぼ単細胞水準で赤血球除去を行うことによって，赤血球の完全溶解
と白血球の100％回収を行うマイクロ流体デバイスを開発した48）．物質・材料研究機構の
堀池らは，血管位置のモニタリングと無痛針による採血アセンブリ，さらに高脂血症や肝
機能診断が可能な3項目測定用比色法マイクロ流体デバイスを開発した49）．Chengらは，
CD4＋TCELLを計数してHIVを診断するマイクロ流体デバイスを開発した50）．
Shevkoplyasらは，マイクロ流路の深さを白血球の大きさと同じ寸法にすることによって全
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血から白血球を濃縮するマイクロ流体デバイスを作製した5n．　L．　Liらは，長くて狭い複数
の親水性サイドチャネルをもつマイクロ流体デバイスを作製し，このデバイスをトロンビ
ンの酵素活性評価とヒト血漿の凝i固時間測定に応用した52）．Priceらは，微細孔管やマイク
ロ流路内で機械的に変形された赤血球からのアデノシントリホスフェート（ATP）を測定す
るマイクロ流体デバイスを作製した53）．Kimらは，ヒト慢性白血病細胞を用いてマイクロ
流体デバイス上で細胞のエレクトロポレーション（電気穿孔法，形質転換法）を行う方法
を提案した54）．産業技術総合研究所の片岡や徳島大学の前田らは，電気泳動を用いて血糖
値をモニタするマイクロ流体デバイスを作製した55’56）．Leeらは，双曲線集中形状マイク
ロ流路とせん断流を用いて赤血球変形を観察するマイクロ流体デバイスを作製した5フ）．
Blattertらは，主流路から分離する複数の細い平行マイクロ流路によって血漿を分離するマ
イクロ流体デバイスを作製した58）．東京大学の山田らは，マイクロ流路と流体力学的分離
方法を提案し，血球分離と濃縮を行うマイクロ流体デバイスを作製した59）．
　現在までにμTASを血液検査へ応用し実用化された製品がいくつかある．米国アイス
タットコーポレーションでは，μTASを応用した血液分析装置としてポータブル血液分
析器「i－STAT」を実用化している60）．この装置は，従来の血液分析装置に比べて非常に小
型で携帯性に優れており，かつ大型機器と同程度の機能を有しており，臨床現場で必要に
応じた使用ができる利点がある．ローム（株）とウシオ電機（株）と（株）三和化学研究所の3
社は2008年10月にμTAS測定チップを使用した微量血液検査システム「バナリストエ
ース」を実用化した61）．この装置は，測定チップを交換することで，炎症マーカーである
CRP（通常濃度用と低濃度用）の2種類と糖尿病の血糖管理マーカーであるヘモグロビン
Alcを測定することができる．半導体メーカーのロームと，光源・光学装置メーカーのウ
シオ，医薬品メーカーの三和化学の3社がそれぞれの技術とノウハウを結集することによ
って実用化された．μTASは微細加工技術や計測技術などのMEMSに関する研究開発と
医療，化学，バイオなどの応用分野の研究開発が融合する必要があり，これは3社の協力
によって研究開発が進展しシステムが完成した例である．
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　細胞，バクテリア，微粒子の同定やカウントなどの定量測定を行うフロ・一一・・サイトメータ
ーと呼ばれる機器がある．そして，細胞分析や血液検査を目的とするμTASの将来的な
発展分野としてフローサイトメーターが考えられる．フローサイトメーターの構成を図1－7
に示す．フローサイトメーターは，細胞に蛍光染色を施し，カウントや細胞の性状に関す
る測定など様々な分析や細胞分取が可能である．しかし，図1－8に示すように，従来のフ
ローサイトメーターは大型で高価な機器であるため，シスメックス株式会社や日本光電工
業株式会社などによって卓上タイプの小型フロ・一一一“サイトメーターが開発され，自宅やケア
ハウスなどで気軽に検査ができる超小型のフローサイトメータ・一一・一が開発されつつあり，さ
らにマイクロフローサイトメーターの開発が望まれている．
Laser　oscillator
Ultra　sonic
＼
　　　　　　　　　b：b
S・rti・g・p・・t／
Photoelectron　redoubling　Pipe
＼×＿de
ミこンー
図1－7　フローサイトメーターの構成
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（a）フローサイトメーター
　　　　　　　　　■●●●■
（c）超小型フローサイトメーター
（b）小型フローサイトメーター　　　　　（d）マイクロフローサイトメーター
　　　　　　　図1－8　フローサイトメーターの小型化
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　現在，いくっかの研究グループがフローサイトメーター，セルソーター，セルカウンタ
ーなどを目的としたμTASを研究開発している．　Sunらは，蛍光細胞を高精度に選別す
るための電気泳動で駆動するマイクロ流体システムを報告している62）．それらは，複製を
成型する方法によってポリマーにマイクロ流体デバイスを作製している．Larsenらは，
POCTのための血球計数用μTASについて研究開発を行った63）．この装置は血小板や白
血球の計数とヘモグロビンの測定を行うことができる．一木らは，　一つの細胞を分析する
ためのオンチップセルソーターシステムにっいて研究開発を行った64）．このオンチップセ
ルソーターシステムは適切に設計されたマイクロ流路における積層シース流と反誘電泳動
力とを兼備することによって，ダメージなしで一つの細胞を選別収集することができる．
Schrumらは，電気的運動による集中を用い，レーザ光の散乱と蛍光を同時に測定すること
により，蛍光着色したラテックス微粒子と着色していない微粒子を検出・計数するマイク
ロチップサイトメーターを開発した65）．田邊らは，POCTのための集積化MEMS血球分析
装置について研究開発を行った66）．この装置は血球計数センサ，ヘモグロビン濃度センサ，
試料秤量センサを同一チップ上に集積化して小型化している．また，Riesebergらは，バイ
オテクノロジーの多くの分野において個々の細胞を分析するフn－一サイトメーターの重要
性と，フローサイトメーターと他の分析技術との融合の必要性を述べている67），このよう
に，フローサイトメーター，セルソーター，セルカウンターなどを目的としたμTASの
研究開発がいくつか行われている．しかし，定量測定を必要とするような場合，フロー一サ
イトメーターやセルソーターでは多量な試料の処理が可能であるが，μTASでは多量な
試料を扱うには送液時間が長いという課題がある．また，上述のように細胞や血球を並べ
て測定を行うμTASの研究開発がいくつか行われている．これらは血球を並べて流すこ
とができている．しかし，これらのデバイスでは液体試料を流す方法は十分に確立されて
おらず，分析チップは非常に小さいが，対照的にポンプや接続チューブのように周辺装置
は非常に大型であるという課題もある．一方，μTASでは1っ1つの細胞や血球につい
て検出や分析を行うことができるという特徴も考えられるが，これらのデバイスでは1つ
1つの細胞や血球にっいて精度良く検出や分析を行う方法は十分に確立されておらず，さ
らに，検出機器が分析チップ外部の装置を使用している場合も多いため，分析チップは非
常に小さいが対照的に検出機器は非常に大型であるという課題もある．
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1．2　本研究の目的と意義
　マイクロ流体デバイスの作製手法としては1．1．3節で述べたように多くの加工方法の適
用が検討されているが，多品種少量生産が必要となるような場合におけるマイクロ流体デ
バイスの製造やμTASの研究開発用マイクロ流体デバイスの製造などにおいて，多種多
様な流路形状に対応するためにはレーザ加工が最適であると考えられる．そこで本研究で
は，樹脂材料に対し非熱でアブレーション加工が可能な紫外線レーザ（UVレーザ）に着目
し，レーザ加工を用いたマイクロ流体デバイスの作製について検討を行った．本研究の目
的は，東洋大学で開発されたレーザアブレーションと樹脂ラミネート法を組み合わせたマ
イクロ流路作製技術の最適化による3次元立体流路加工技術を検討することと，血液検査
用マイクロ流体デバイスへの応用の可能性を検討することである．
　血液検査には主に，血球計測，変形能測定，形成時間測定，凝固時間測定などがある．
本研究では血球計測のうちの血球計数と，血球変形能の観察のためのマイクロ流体デバイ
スの作製を目的とした．血球計数は血液中の血球数を把握することであり，赤血球数が多
い場合は多血症，血液濃縮（脱水など）が考えられ，少ない場合は貧血や出血等が考えられ，
このような疾患や白血病などの診断に不可欠である．また，変形能測定は赤血球の物理的・
化学的性状変化を把握することであり，糖尿病，心筋梗塞，脳血管障害の予防や治療に不
可欠である．血液中の脂肪分や糖分が増加し，赤血球が付着してかたまりとなり，さらに
変形能が低下することによって，心筋梗塞や脳梗塞のような生活習慣病の原因となるため，
変形能測定は重要である．図1－9に赤血球の大きさを，図1－10に血管内を流れる赤血球の
変形能のイメージ図をそれぞれ示す．
、．一
図1－9　赤血球のイメージとサイズ
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by　deformation
図1－10　赤血球変形能のイメージ
次に，具体的な課題としては，以下の項目が考えられる．
　①レーザによる微細3次元加工技術の検討
　②血液検査に適する材料の探索とマイクロ流路作製技術の最適化
　③血球計数用マイクロ流体デバイスへの応用
　④血球変形能観察用マイクロ流体デバイスへの応用
これらの課題を解決するための手法として，以下の項目が考えられる．
　（a）UVレーザ加工とラミネート樹脂の積層化による3次元流路加工技術の最適化
　（b）血球整列用デバイスの集積化
　（c）流体駆動デバイスの集積化
　（d）フッ素樹脂へのレーザ加工とマイクロ流路作製の最適化
　（e）血球変形能観察デバイスの集積化
　（f）検出デバイスの集積化（検出システムの作製）
　本研究では図1－llに示すようなカードサイズに小型・集積化したマイクロフローサイト
メーター（μFCM）の作製を将来の目標としており，本論文ではマイクロフローサイト
メーターの代表的な機能である血球計数デバイスと血球変形能観察デバイスの作製と集積
化を目的とした．具体的にはレーザ加工と樹脂ラミネート法を用いて，図1－12に示すよう
な血液検査用マイクロ流体デバイスの作製を行う．
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　そこで本研究では，レーザ加Lとラミネート樹脂フィルムの積層化による3次元立体流
路加工技術の検討と血球整列用マイクロ流体デバイスの作製に関する研究68），フッ素樹脂
を用いた血球変形能観察用マイクロ流体デバイスの作製に関する研究69），マイクロ流路内
の液体に加わる重力を利用した流体駆動デバイスの研究70’川，rfll．球計数のための血球検出
デバイスの研究72｝について検討を行った．
　また，本研究の意義として，以下の項目が考えられる．
　　1．レーザ加工と樹脂ラミネート法を用いたマイクロ流体デバイス作製技術の最適化に
　　　よって，高速・高精度な加工ができ，マイクロ流路設計における自由度が向Eし，
　　　高機能なマイクロ流体デバイスの開発につながると考えられる．また，化学やバイ
　　　オをはじめとする応用分野における研究開発に役立てられ，技術発展に貢献できる
　　　と考えられる．
　n．重力を利用した流体駆動方法やマイクロ空間を利用した血球検出方法の開発によっ
　　　て，超小型・省電力・高精度なマイクロ流体デバイスが実現し，手のひらサイズで
　　　携帯可能なμTASが可能になると考えられる．
　m．POCTのための血液検査用マイクロ流体デバイスを開発することによって，自宅や
　　　ケアハウスにおける日常のヘルスケアの発展に貢献できると考えられる．特に，血
　　　球計数や血球変形能測定を可能にすることによって，循環器系の病気に対する治療
　　　や予防に役立てられると考えられる．
　IV，マイクロ流路，流体駆動部，検出部などに加え情報通信機能をμTASに集積化す
　　　ることによって，携帯型ユビキタス医療診断システムとしての発展も期待できる．
以上のような本研究の取り組みや成果は，μTASの研究開発および実用化を促進する技
術として寄与できると考えられる．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Focusin
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Reaction　　　　　　　　　　　　　　　　　N祭
　　　Micro．channel
　　　　　　　　　　　　　　　　　Communication　terminal
図1－11マイクロフローサイトメーターのイメージ図
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図1－12　血液検査用μTA　Sの構想図
1．3　本論文の構成と概要
　第1章では，マイクロ加工技術やμTASの研究開発動向，μTASの特徴や課題につ
いて述べ，さらに血液検査のためのμTASにおける現状と課題について述べるとともに，
μTASの研究開発における本研究の背景，目的および意義を述べる．第2章では，レー
ザによるマイクロ加工技術の検討について述べ，さらにレーザ加Ilと樹脂ラミネート法を
用いたマイクロ流路作製技術の最適化について述べる．第3章では，三又構造マイクロ流
路や小径パイプを挿入したマイクロ流路を用いた血球整列に関する検討，フソ素樹脂を用
いた血球変形能観察用マイクロ流路における血球変形能に関する検討，重力を利用した流
体駆動による血球整列と血球変形能観察に関する検討を行い，血液検査用マイクロ流体デ
バイスの作製と血液送液について述べる．第4章では赤血球を検出するための小径ファイ
バを挿入した血球計数デバイスの作製について述べ，さらにこのデバイスとレーザを用い
た赤血球の検出結果にっいて述べる．第5章では本研究で得られた結論を述べる．
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第2章　マイクロ加工技術とマイクロ流路作製技術
2．1緒言
　μTASは，流体試料の注入，混合，撹絆，分離，抽出を行う機構部品や，流路，溜池，
検出，測定などの流体分析に必要な要素を小型・集積化したデバイスであり，対象分野と
しては，医療・創薬・化学・バイオ・食品・環境・エレクトロニクスなど多くの分野への
応用が考えられる．したがって，マイクロ流体デバイスに用いる材料には以下のような特
徴が主に要求されると考えられる．
　①接合容易性　　　：加工された溝に天板を接合し流路を形成するため表面特性
　②光透過性　　　　　　：光を用いた検出や測定を行うための特性
　③電極作り込み容易性：電気的な流体駆動や測定を行うための特性
　④耐薬品性　　　 ：試料や試薬に対する耐薬品性
　⑤耐熱性　　　　：反応熱などに対する材料強度
　⑥表面エネルギ制御性　：濡れ性など液体への接触による影響
　⑦生体適合性　　　　　：生体物質を取り扱う場合
　このような材料への要求に対して，これまでにマイクロ流体デバイスの材料として，シ
リコンウェハ，石英ガラス，樹脂材料，シリコーンゴム，ステンレス，リボソームなどが
用いられている．これらの材料は上記の特性に加えて加［やコストなど様々な特徴におい
てそれぞれ利点と欠点があるため，μTASの研究開発においては材料の適性も検討し，
目的に応じた材料を選択することが必要である．本研究では，日常のヘルスケアなどに利
用できる血液検査用μTASの作製を目標としているため，材料は安価で，種類も多く，
レーザなどよる加工も容易で，成形加工などでは大量生産も可能であるという特徴をもつ
樹脂材料が最適であると考えた．
　これまでにマイクロ流体デバイスの主な加工方法としては，エソチングをはじめとする
半導体プロセス，機械加工，ナノインプリント，レーザ加工などが報告されている．これ
らの加工方法には加工寸法，形状精度，加工表面粗さ，加工速度，製造コストなどにおい
てそれぞれ利点と欠点がある．また本研究では，多種多様な流路形状に対応するためには
レーザ加工が最適であると考えた．そこで，樹脂材料に対し非熱でアブレーション加工が
可能な紫外線レーザに着目し1・2），エキシマレーザによるマイクロ加［技術の検討を行った．
　μTASにおいてマイクロ流路の幅と深さを小さくしていくと，マイクロ流路内の流れ
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は層流に近づく．流路幅に対する壁面の表面粗さの相対比は大きくなるが，層流は壁面の
粗さの影響を受けにくいことから，その流れは理論的な流れに近くなると考えられる，し
かし，実際のマイクロ流路における流れの圧力損失の測定結果によると，レイノルズ数が
0．Ol以下の低レイノルズ数領域においても表面粗さの影響があることが報告されている
3・4）．したがって，流路を形成するための微細溝や微小穴における表面粗さが重要となるた
め，加工表面粗さに対するレーザ加工技術の検討も行う必要がある．
　マイクロ流体デバイスの作製方法として，1．L3．（A）節で述べたような樹脂ラミネート法
とレーザ加工を用いるが，ラミネート接着による樹脂フィルムの積層方法では，ラミネー
トの際に熱と圧力により流路が潰れてしまう可能性がある．そこでこれを防1ヒするための
素材として熱硬化性で強度も高いポリイミドに注目した，また，μTASの医療分野への
適用を考えた場合に，血液などが流れることによってタンパク質などで流路壁面が汚れ，
マイクロ流路が詰まってしまうことが予想される．そこで擬水性や耐薬品性，光透過性に
優れたフッ素樹脂にも注目した．フッ素樹脂はポリイミドなどの他の樹脂材料に比べてレ
ーザの透過性が高いため，加工性が悪い．表面改質技術の研究，レーザ吸収剤をドープさ
せた材料に対する加工技術の研究など，加工性を向上するためにフッ素樹脂材料を改質す
る研究がなされている5“7）．しかし，本研究ではフッ素樹脂の表面特性が必要であり，改質
やドープは利用できない．そこで，波長が異なる2種類の紫外線レーザによる加［1条件の
検討や，3種類のフッ素樹脂材料への加工について検討を行った．最後に，熱硬化性ラミ
ネートフィルムやフッ素樹脂フィルムを使用した場合について，レーザ加工と樹脂ラミネ
ート法を用いたマイクロ流路作製技術の最適化について検討を行った．
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2．2　実験装置および材料
　レーザ加工は図2－1に示すようなExitech社製のエキシマレーザ加1磯PS2000（発振機：
LAMBDA　PHYSIK社製LPX200i）を用いた，レーザ加工機の主な仕様を表2－1に示す．さ
らに，図2－2および図2－3にエキシマレーザ加工機における光学系の概略図を示す．ガス
の種類を変更することによって248nmと193nmの2波長のレーザが発振可能である．ま
た，縮小光学系レンズを変更することによってレーザの集光倍率を変更でき，イメージン
グマスクおよびイメージングアパーチャ」二の像を加工物hに結合するマスクプロジェクシ
ョン法によってビーム形状を成形できる．集光倍率4倍と10倍の縮小光学系の場合には，
ホモジナイザ光学系が設けられており，図2－4に示すようにレーザの強度分布はトップハ
ットの分布である．
　マイクロ流体デバイスの作製において，ラミネート接着による樹脂フィルムの積層方法
では，図2－5に示す流路の断面図のように，ラミネートの際に熱と圧力により流路が潰れ
てしまう可能性がある．そこでこれを防止するための素材として熱硬化性樹脂で強度も高
いポリイミドを用いた．一方，本デバイスでは血液などの生体物質を対象とするため，機
水性や耐薬品性，光透過性に優れたフッ素樹脂も用いた．そこで，これらの材料に対して
エキシマレーザによるマイクロ加工技術の検討を行った．
　はじめに，カバーガラスに熱硬化性ラミネートフィルムを接着し，エキシマレーザによ
るマイクロ加工技術の検討を行った．熱硬化性樹脂にはポリイミドを選択し，ラミネート
フィルムはニッカン工業（株）製ニカフレックスを使用した．図2－6および図2－7に示すよ
うに，厚さ25μmのポリイミド層と，厚さ20μmの接着層とを含めた熱硬化性ラミネー
トフィルムの総厚さは45μmである．一方，フッ素樹脂には，流体の観察ができるように
無色透明のフィルムであるPFA（パーフルオロアルキルコキシアルカン）とFEP（パーフ
ルオロエチレンプロペンコポリマー），およびラミネート接着が必要になるため接着性を向
上させたダイキン工業（株）製ネオフロンEFEP　8）の3種類のフッ素樹脂を用いて加工実験
を行った．図2－8に示すように，フィルムの厚さは全て100μmである．図2－9にフソ素樹
脂EFEPの外観写真を示す．フッ素樹脂の主な物性を表2－2に示す．また，基板には24　mm
×60mm×0．23　mmの松波硝子工業（株）製カバーガラスを用いた．ラミネート接着に使用
したラミネータは，一般的な事務機器であるコクヨ（株）製パウチKLM－HAllOおよび
KLM－HA230を用いた．
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Control　panel
　　図2－1エキシマレーザ加工機
表2－1エキシマレーザ加工機の主な仕様
KrFレーザ ArFレーザ
レーザ波長 248nm 193nm
発振周波数 1～200Hz 1～200Hz
最大パルスエネルギ 450mJ 275mJ
最大出力 80W 45W
1／4＠KrF（4×lens） 1／4＠ArF（4×1ens）
縮小光学系倍率 1／10＠KrF（10×lens）
1／30＠KrF（30×lens）1／30＠ArF（30×lens）
パルス幅 20nsec
最大加工物寸法 200mm×200　mm×100　mm
加エステージ制御軸 X軸，Y軸，　Z軸，　及びレーザの同時制御
ステージ移動量 200mm×200　mm×5mm
ビーム成形方法 マスクプロジェクション法
加工精度 最小2μm
手動式イメージングアパ一チャ X－Y2軸マニ・アル位置調整可能（0～13mm）
加工時の加工点の観察 被加工物観察装置（CCDカメラ，観測用モニタ）
加工部の表面観察 Off二axis－ahgner－camera（20倍レンズ）
レーザ減衰機構（アッティネータ） 減衰率90～10％（ArEArF）の連続可変
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図2－2　エキシマレーザ加工機の加1機内部
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Mirror
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Work　piece
Mirror
Excimer　laser　oscillator 　　Cylindrical　lens　　　　　　Stage（X，Y，Z　axis）
図2－3　エキシマレーザ加工機の構成
Control　pane1
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図2－6　加工実験に用いた熱硬化性ラミネートフィルム
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図2－7加工実験に用いた熱硬化性ラミネートフィルムの外観写真
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図2－8加工実験に用いたフッ素樹脂フィルム
Fluoro　resin　film
図2－9　加工実験に用いたフッ素樹脂フィルムの外観写真
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表2－2　フッ素樹脂の主な物性
PFA FEP EFEP（RP－4020）
iダイキン1業㈱）
比重 2．12～2．17 2．12～2．17 1．72～1．76
融点［℃］ 295～310 270 155～170
接触角（対水）［度］ 115 ll4 96
引張強さ［MPa］ 19～56 19～22 42～55
曲げ弾性率［MPa］ 647～686 539～637 1300
ポリィミドとの接着性 ? × ○
2．3　レーザによるラミネートフィルムへのマイクロ加工技術
2．3．1熱硬化性ラミネートフィルムへのレーザ加工
　微細穴や微細溝の加工形状の向kや流路壁面の面粗さ向上を目的として，エキシマレー
ザによる熱硬化性ラミネートフィルムへの加工条件について検討した．主な加工条件を表
2－3に示す．波長が248nmのKrFエキシマレーザを使用し，縮小光学系倍率が10倍のレン
ズ系を使用した．ビーム形状は焦点位置においてφ53μmおよび103μm×103μmのビ
ームになるようにアパーチャーマスクを用いて成形した．加工面の評価には，レーザ顕微
鏡による形状・寸法測定とビデオマイクPスコープや走査型電子顕微鏡（Scanning　Electron
Microscope，以下はSEMと記述する）による表面観察を用いた．
表2－3ポリイミドフィルムの主な加工条件
加工装置 Exitech社製エキシマレーザ加工機PS2000
kAMBDA　PHYSIK社製発振機LPX200i
レーザ波長 248nm
縮小光学系倍率 10倍レンズ系
発振エネルギ 150mJ
発振周波数 20Hz，100　Hz
マスク寸法
iビーム形状）
1．03mm×1。03mm，φ0．53mm
i103μm×103μm，φ53μm）
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　エキシマレーザのエネルギ密度すなわちフルエンスを決定することを目的として熱硬化
性ラミネートフィルムに100μm×100　li　mの矩形穴を加・r．した．この時の1パルス当たり
のフルエンスと加工深さ及び加一1二穴寸法との関係を調べた結果を図2－IOに示す．フルエン
スが増加すると除去加工量も増加するが，加1：穴の開日・t法はほとんど変化しないことか
ら，フルエンスが大きくなれば加工効率が良くなることがわかる．
　次に，樹脂部のみに流路となる微細溝を加工するために，レーザによってカバーガラス
にダメージを与えないエネルギの上限値を調べた結果，図2－11に示すようにフルエンスが
約0．75J／cm2以下ではカバーガラスは加’1二されないことがわかった．
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　図2－10　フルエンスと加工深さ及び加工穴寸法
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　次に，熱硬化性ラミネートフィルムに対してフルエンス0．75J／Cm〕におけるレーザ照射
パルス数と加［深さとの関係を調べた結果を図2－12に示す．同・材料では加Il深さと照射
パルス数はほぼ比例関係にあり，アスペクト比が1前後の加i：形状では加1：深さの制御が
比較的容易であることが確認できた．そこで，図2－13に示すように，ラミネートフィルム
の厚さに相当する深さとなる溝に加え，レーザ照射パルス数を変化させて加1：深さを制御
することによって必要に応じた溝深さも樹脂部に作製できる．レーザ加Il面がポリイミド
層の場合のSEM観察写真を図2－14に示し，レーザ加Il面が接着層の場合のSEM観察写
真を図2－15に示す．ポリイミド層におけるレーザ加一ll底面は良好な加Il面粗さであるが，
接着層におけるレーザ加工底面は面粗さが大きいことがわかる．マイクロ流路の壁面は表
面粗さが小さい方が望ましいため，溝底面がポリイミド層になるような溝深さすなわち流
路深さとなるように流路を設計する．
　また，レーザの照射パルス数と加工穴の寸法との関係を調べた結果を図2－16に示す．レ
ーザを照射した側の穴径の変化は少ない．しかし，照射パルス数が増加すると加工深さも
増加する反面，加工穴底面の穴径が小さくなってしまうことから，加1：穴の側面がテーパ
になることがわかる．フルエンスが大きいほど側面のテーパは減少する傾向があり，フル
エンスが0．75J／cm2前後ではおよそ10．9°であり，1J／cm2前後ではおよそ7．8°であった．
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図2－12　レーザ照射パルス数とラミネートフィルムへの加r深さとの関係
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図2－13　ラミネートフィルムを積層した時の溝加工例のイメージ図
図2－14　レーザ加工面がポリイミド層の場合のSEM観察写真
図2－15　レーザ加工面が接着層の場合のSEM観察写真
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2．3．2　レーザによる微細溝加エ
　マイクロ流路となる微小空間を形成するための微細溝の加［を試みた．カバーガラスに
熱硬化性ラミネートフィルムを接着し，前節の加工条件をもとに，レーザをスキャンさせ
ることによって微細溝を加工した．はじめに，幅が変化する微細溝を加工したサンプルの
ビデオマイクロスコープによる観察写真とレーザ顕微鏡による測定結果を図2－17に示す．
深さが45μmで，幅が58μmから145μmに変化する溝である．次に，三又構造の微細溝
を加工したサンプルをSEMで観察した写真を図2－18に示し，レーザ顕微鏡による測定結
果を図2－19に示す．深さが45μmで，幅が38～55μmであり，溝の側面はゆるやかなテ
ーパ形状である．SEM観察写真から，比較的良好な加工面粗さの微細溝が得られている
ことがわかる．また，ビーム形状がφ53μmと｜03μm×103μmの2つのビームを使
用することによって，図2－20に示すような溝深さが異なる三又構造の微細溝を加1：するこ
とができた．
　（a）光学顕微鏡観察写真　　　　　　　　　（b）レーザ顕微鏡測定結果
図2－17　幅寸法が変化する微細溝の光学顕微鏡観察写真とレーザ顕微鏡測定結果
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Resin　film
Glass
図2－18　．三又構i造の微細溝のSEM観察写真
（a）断面表示　　　　　　　　　　　　（b）3次元鳥鰍表示
　　図2－19　三又構造の微細溝のレーザ顕微鏡測定結果
Depth：40μm
Depth：90μm
図2－20溝深さが異なる微細溝のレーザ顕微鏡測定結果
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2．4　レーザによるフッ素樹脂へのマイクロ加工技術
2．4．1　フッ素樹脂への溝加工
　はじめに，流路を形成するための溝加工への適用を目的として，波長248nmのKrFエ
キシマレーザと波長193nmのArFエキシマレーザによって100μmの矩形形状のIltめ穴
加工を行い，波長の違いによる加工への影響を調べた．主な加Il条件を表2－4に示す．ビ
ームは光学系に矩形アパーチャを挿入し，集光によるビームの最・j・・j“法は100μm×100
μmとした．2．2節で述べたように，フッ素樹脂フィルムには，PFA，　FEP，およびダイキ
ン工業（株）製ネオフロンEFEPの3種類を用いた．
　図2－21は，EFEPのフィルムに，波長248nm，フルエンス7J／cm2と12J／cm2の条件，お
よび波長193nm，フルエンス7J／cm2と12J／cm2の条件でそれぞれ加Lした穴のSEM観察
写真である．波長248nmのレーザによる加工穴の・f法は約150μmであり，波長193nm
のレーザによる加工穴の寸法は約100μmである．波長248nmのレーザに比べて波長
193nmのレーザによる加工穴の方が，加工形状がビームの形状に近い形状となっている．
表2－5に示すように，波長248㎜のレーザの光子エネルギは5．OeVであり，フッ素樹脂
を構成する分子のC－F結合すなわち炭素とフッ素の結合エネルギ5．6eVよりも低く，逆に
波長193nmのレーザの光子エネルギは6．4eVであり，結合エネルギよりも高いことが影
響していると考えられる．また，日本分光製の紫外可視分光光度計V－570を用いて厚さ100
μmのEFEPフィルムの透過率を測定した結果を図2－22に示す．波長248nmの場合は
85％T，波長193nmの場合は31％Tであった．この結果から，波長193nmのレーザは波長
248nmのレーザに比べて吸収が大きいため，波長193nmのレーザの方が吸収されるレーザ
エネルギが大きく，これによって加工のために与えられるエネルギも大きいと考えられる．
　次に，フッ素樹脂の種類による除去加工量と加工面荒れを調べることを目的として，波
長193nmのエキシマレーザによって100μm×100μmの矩形形状の止め穴加工を行った．
図2－23は3種類のフッ素樹脂フィルムについて，波長193nm，フルエンス4．OJ／cm2，
63J／cm2，8．OJ／cm2，照射回数200パルス，ビーム寸法100μm×100　pt　mの条件で加工した
穴のSEM観察写真である．　PFAとFEPは，比較的大きなフルエンスを与えても，フィル
ム内部で気泡が発生したり，表面が除去加工され始めた程度である．一方，EFEPは他の
2種類のフッ素樹脂に比べて除去加工量が多く，矩形形状の1ヒめ穴が加工できている．ま
た，EFEPに比べてPFAとFEPは加工面の粗さが悪いことがわかった．そこで，以下の実
験ではEFEPを用いてマイクロ流路形成の検討を行った．
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表2－4　フッ素樹脂フィルムの主な加工条件
加工装置
Exitech社製エキシマレーザ加工機PS2000
kAMBDA　PHYSIK社製発振機LPX200i
レーザ波長 248nm，193　nm
縮小光学系倍率 30倍レンズ系
　　　　　、ｭ振エネルギ 150mJ
フルエンス 4．O　J／cm2，6．3　J／cm2，7J／cm2，8．O　J／cm2，12J／cm2
発振周波数 20Hz，100　Hz
ビーム形状 100μm×100μm，φ17μm
フルエンス：
7」／cm2
フルエンス：
12J／cm2
波長：248nm（KrFレーザ） 波長：193nm（ArFレーザ）
　図2’21　レーザ波長が異なる場合の加工部のSEM観察写真
表2－5C－F結合の結合エネルギとエキシマレーザの光子エネルギ
C。F結合 KrFレーザ（248nm） ArFレーザ（193nm）
538kJ／mo1 479kJ／mol618kJ／mol結合エネルギ
ﾜたは光子エネルギ 5．5eV 5．OeV 6．4eV
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図2－23　材料が異なる場合の加工部のSEM観察写真
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　波長193nm，フルエンス12．IJ／cm2のレーザでEFEPに100μm×100μmの矩形形状の穴
を加工した時のレーザ照射パルス数と加Il深さとの関係を調べた結果を図2－24に示す．加
工屑の残留の影響はあるが，アスペクト比が1前後の穴形状ではレーザ照射パルス数と加
工深さとは，ほぼ比例関係であることがわかった．次に，スキャン加Ilによって微細溝を
加工する場合に，加工屑の残留を軽減することを目的として，1回のスキャンすなわち1
パスの加工ではレーザ照射回数を少なく設定して浅い溝の加1：を行い，その加工を数回ス
キャンさせる加工，すなわち複数パスの加1：を行うことによって深い溝を加T：する実験を
行った．図2－25はEFEPに波長193nm，フルエンス12．IJ／cm2，レーザビーム径60μm，発
振周波数100Hzのレーザ加工条件で，ステージ送り速度を40μm／sとして1回のスキャン
（1パス）で加工した溝と，ステージ送り速度を120μm／sとして3回のスキャン（3パス）
に分割して加工した溝の断面観察写真である．両者とも総照射回数は2500pulses／mmであ
るが，両者を比較すると，1回のスキャン加工では，溝の断面形状がV字形状になってし
まうが，複数スキャン加工では溝深さはやや浅いが，1回のスキャン加［ごとにほぼ均等
に除去加工されるため溝側面の傾きは減少し矩形断面の溝に近づけられることがわかった．
次に，フッ素樹脂を加工した場合の加工屑の残留，加工底面の面粗さ，溝側面の傾きが大
きいなどの対策の1つの方法として，フィルムを貫通させる微細溝加Eを試みた．本研究
では樹脂ラミネート法によって流路を形成するため，フィルム上に貫通の微細溝を加1：し，
その両面からフッ素樹脂フィルムをラミネート接着して溝を覆うことによりマイクロ流路
を作製できる．加工実験結果の例として，溜池構造をもつ微細溝を加コニしたサンプルと端
部に円筒空間をもつ微細溝を加工したサンプルの光学顕微鏡観察写真を図2－26に示す．形
状は，幅約100μm，深さ約100μmの溝の途中に，幅約500μmに流れが広がる空間部分
をもつ溜池構造と，幅約100μm，深さ約100　Pt　mの溝の端部に，直径約500μmの注入・
注出のための空間部分をもつ構造である．貫通の加工にすることによって，比較的良好な
加工形状と加工面粗さを有する微細溝が得られた．フィルム表面と溝側面との傾斜を測定
した結果は約81°であり，側面テーパを10°未満に低減することができた．
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図2－24　EFEPにおけるレーザ照射パルス数と加L深さとの関係
ご輪 嘩ズ’
（a）1回スキャン
　　　　　　　　　（b）複数回スキャン
図2－25スキャン回数による加1：溝の断面観察写真
図2－26　フッ素樹脂への貫通微細溝加Ilサンプルの光学顕微鏡観察写真
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2．4．2材料温度によるレーザ加工への影響
　波長193nmのレーザによるEFEPへの加1二においても，フッ素樹脂はポリイミドなどの
樹脂材料に比べて除去しにくく，大きなフルエンスを与えても完全なアブレーション加J：
ができずに加工屑のような状態で穴内部や周辺に堆積する．そこで，材料の温度が加1：へ
及ぼす影響について調べた．図2－27に加熱部の概略図を示す．図2－28は波長193nm，フ
ルエンス12J／cm2のレーザによるEFEPへの加1：深さと材料温度との関係を調べた結果で
ある．また，図2－29は材料温度が20℃，60℃，100℃，120℃における加ll部のSEM観
察写真である．材料の温度が上昇すると1パルス照射あたりの除去量は増加するが，加1：
面粗さはほとんど変化がなかった．加工面や加工屑の状態から，材料の温度がLl昇するこ
とによって熱加工による除去量は増加したが，加工面粗さについては改善されなかった．
Fluoro　resin　film
Stage
?
Tmperature　sensor
Controller
図2－27材料温度を変化させたレーザ加工実験に用いた実験装置の概略図
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図2－28　フッ素樹脂EFEPの材料温度と加工深さとの関係
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図2－29材料温度が異なる場合のレーザ加工部のSEM観察写真
2．4．3　フッ素樹脂加工面の表面平滑化
波長193㎜のレーザによるEFEPへの加工においても，フッ素樹脂はポリイミドなどの
樹脂材料に比べて除去しにくく，大きなフルエンスを与えても完全なアブレーション加工
ができずに加工屑のような状態で穴内部や周辺に堆積する．そこで，レーザ加工穴の表面
粗さを改善させることを目的として，穴加工後にレーザのフルエンスを下げた加工条件で
さらに加工部の表面を除去加工し平滑化することを試みた．レーザのフルエンスを変化さ
せることによって，加工面粗さへ及ぼす影響について調べた．はじめに，表2－6に示す加
工条件によってフッ素樹脂フィルムEFEPに100μm×100μmで深さが約25μmの穴を加
工した．図2－30は加工した穴のSEM観察写真であり，初期の状態では加工面の荒れが大
きいことがわかる．次に，表2－7に示す加工条件によって，さらに加工部の表面を除去加
工した．レーザのフルエンスと照射回数を変化させて，表面の平滑化加工を行った穴のS
EM観察写真を図2－31に示す．照射回数が10パルスではフルエンスを増加させても表面
の荒れは変化がない．照射回数が500パルスの時はフルエンスを増加させると平滑化され
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た．同様に，同じフルエンスであれば照射回数が増加するほど加1表面の荒れは小さくな
り平滑化されていった．しかし，フルエンスが6J／cm2，照射回数500パルスの場合では，
加工表面の荒れは非常に小さくなり平滑化されるが，除去加Il量も増加して穴が貫通して
しまった．したがって，フルエンスが4～5J／cm2，照射回数500パルスの条件が’P滑化加
工には適していると考えられる．また，これら平滑化加工の効果は，最表面や突起状の部
分が少しずっ除去されていくことと，熱による最表面や突起状の部分の溶融が原因である
と推測される．
表2－6　レーザ加工の初期条件
フッ素樹脂材料 EFEP（厚さ：100μm）
レーザ波長 193nm
ビーム形状 100μm×100μm
フルエンス 8．OJ／cm2
照射回数 50pulse
Ablation　depth：25μm
図2－30　フッ素樹脂へのレーザ加工穴の初期状態
表2－7　表面平滑化実験のレーザ加工条件
フッ素樹脂材料 EFEP（厚さt：100μm）
レーザ波長 193nm
ビーム形状 100μm×100μm
フルエンス 2，3，4，5，6，7，8J／cm2
照射回数 10，100，500pulse
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図2－31　フッ素樹脂EFEPのレーザ加Il穴の表面平滑化実験結果
2．　4．4　フッ素樹脂への微小穴加工
　フッ素樹脂への溝加工実験の結果（2．4．1節～2．4．3節）から，矩形断面流路を形成する層
にはフッ素樹脂よりもレーザによる溝加工状態が良好なポリイミドの熱硬化性ラミネート
フィルムを使用し，微小穴を加工する層にはフッ素樹脂フィルムを使用することとした．
これは，ポリイミドの熱硬化性ラミネートフィルムでは図2－32に示すように微小穴加1：時
に穴出口で亀裂やはがれのようなヒビ等が発生してしまうことや，加」二面での血球の付着
や詰まりも起こりやすいことなどからである9’10），
　そこで，レーザによってフッ素樹脂フィルムへ微小穴を加1二する条件を検討した．レー
ザには波長193nmのエキシマレーザを用い，光学系にFiJ形アパーチャを挿入して，集光に
よるビームの最小寸法を直径17μmとした，はじめに，レーザの照射回数による加工状態
への影響を調べた．図2－33は，厚さIOOμmのEFBPフィルムに直径20μmの穴を加1二
し，レーザの照射回数を変化させた場合の加工部のSEM観察写真である．図2－33（a），（b）
に示すように穴が貫通するまでは加工面粗さは悪いが，穴が貫通した後にレーザ照射回数
をさらに増加させることによって，図2－33（d）に示すように，穴側面の加τ二面荒れが低減
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された．これは，穴側面が少しずっ除去されていくことと，熱による加工表面の溶融が影
響していると考えられる．また，流路壁面の凹凸によって赤血球の変形や損傷などがない
ように，流路表面の凹凸は赤血球の直径の1！10以下にすることを目標とした．赤血球の直
径は約8μmである．また，図2－33（d）では穴周辺に数μmの除去物の付着があるが，3章
に記述した血液送液実験を行った結果では付着物の影響は特にみられなかった．
図2－32熱硬化性ラミネートフィルムへ加工した微小穴（レーザ出射側から観察）
（a）100pulses （b）200pulses
（c）700pulses　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（d）825　pulses
図2－33レーザ照射パルス数と加工状態との関係
凛「、
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2．4．　5　フーリエ変換赤外分光法による評価
　フッ素樹脂は撰水性，耐薬品性，光透過性に優れているが，反面この特性によって接着
強度が低いなどの課題もあるため，紫外光をフッ素樹脂表面に照射することによって表面
改質させ，親水性を向1二させる表面改質技術の研究が報告されている11）．　’方，μTAS
を医療分野へ適用する場合には，嬢水性，耐薬品性，光透過性は重要である，そこで，エ
キシマレーザによってフッ素樹脂フィルムに加工した面の特性を調べることを目的として，
日本分光製のフーリエ変換顕微赤外分光光度計を用いてFTIR（フーリエ変換赤外分光法）
による加工部の評価を行った，表2－8に示すレーザ加工条件で，図2－34に示すように波長
193nmのレーザによって最小厚さ30μm程度までフッ素樹脂フィルムEFEPを両面から加
工した．さらに両面加工したEFEPの加工部分のみを約300μm×300μmに切断してレー
ザ加工面評価用サンプルを作製した．作製したサンプルの写真を図2－35に示す．図2－36
はEFEPのフィルムをFTIR分析における透過法によって測定した結果であり，（a）は未加
工のフィルム，（b）は波長193nmのレーザで加工したサンプルについて測定を行った結果
である．未加工部およびレーザ加工部の測定結果ともに，C－F結合やC－H結合と考えられ
るピークが現れている．加工時にフ
ィルム内部で気泡が発生するような
加工状態から考えて，樹脂表面だけ
ではなく樹脂内部でのレーザの吸収
もあると判断されるが，分析結果を
比較すると透過スペクトルに大きな
違いはなく，レーザ加工による改質
はほとんどないと考えられる．
Only　the　influ
EFEP　fi
Cuttmg
100μm
図2－34　レーザ加工面評価用サンプル作製の概念図
表2－8　評価用サンプル作製のレーザ加工条件
フッ素樹脂材料 EFEP（厚さt：100μm）
レーザ波長 193nm
ビーム形状 300μm×300μm
フルエンス 8．OJ／cm2
照射回数 75pulse
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　　　　（a）上面からの観察写真　　　　　　　（b）側面からの観察写真
図2－35　両面加工したEFEPを加工部分のみ切り出したレーザ加1二面評価用サンプル
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　　　　　　　　　（b）レーザ加工面
　　　　A：C－Fstretching　vibration，1400－1000　cm’l
　　　　B：C－Hstretching　vibration，3100－2750　cm’1
　　　　C：CH2－　deformation　vibration，1　SOO・・　1　350　cm’1
図2－36　FTIRによるフッ素樹脂フィルム（BFEP）の測定結果
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2．4．6　濡れ性試験による評価
　マイクロ流体デバイスの作製ではレーザ加工部分をマイクロ流路に応用することから，
加工面の濡れ性が重要である．そこで，エキシマレーザによって加工した面の特性を調べる
ことを目的として，濡れ性試験によるレーザ加工面の評価を行った．未加工面とレーザ加工
面との濡れ性を比較する時に，加工面の表面粗さの影響も考えられるため，ここでは動的
接触角にっいて測定を行ったm．図2－37に示すように，液滴が膨張する時の接触角である
前進接触角と液滴が収縮する時の接触角である後退接触角を測定した．液体は純水を使用
し，水滴の液量は3μL以下，液量の変化率は1．5　Pt　L／minとした．表2－9にフッ素樹脂フ
ィルムEFEPの未加工面とレーザ加工面に対する測定結果を示す．　EFEPの未加工面とレ
ーザ加工面との動的接触角を比較すると，表面粗さの影響と考えられる僅かな差があるだ
けで，濡れ性に大きな違いはみられなかった．
Advancing　contact　angle
　　　　　　Receding　contact　angle
aterdrop
Expansion　　　Contraction
　　　　図2－37濡れ性試験の概念図
表2－9　濡れ性試験による動的接触角の測定結果
Material Advancing　contact　angleR㏄edi ◎ont㏄t　angle
EFEP
mo　pr㏄essed　su㎡a㏄
85° 15°
EFEP
@Pr（xx》ssed　su由㏄
87° 21°
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2．5　マイクロ流路の作製方法
2．5．1　レーザ加工と樹脂ラミネート法によるマイクロ流体デバイス作製プロセス
　前節までに熱硬化性ラミネートフィルムやフッ素樹脂フィルムに対するレーザ加工技術
にっいて検討を行い，流路としての適合性が得られた，そこで，このマイクロ加i［技術を
もとに，レーザ加工と樹脂ラミネート法を用いたマイクロ流路作製技術の最適化について
検討した．図2－38にレーザ加工と樹脂ラミネート法によるマイクロ流路の作製プロセスを
示す．ラミネート接着に使用したラミネータは，　・般的な事務機器であるコクヨ（株）製パ
ウチKLM－HA　l　10およびKLM－HA230を用いた．このラミネータはホットシューによる加
熱方式であり，接着温度はおよそ120℃である．バウチ速度は330mm／minまたは430mm／min
である．本研究では，2種類の樹脂フィルムを使用して，2つのマイクロ流体デバイス作
製方法について検討した．1つは，ポリイミドの熱硬化性ラミネートフィルムのみを使用
し矩形断面流路をもつマイクロ流体デバイス作製方法である．もう1つは，2，4．4節で述べ
たように，矩形断面流路を形成する層にはポリイミドの熱硬化性ラミネートフィルムを適
用し，一方，微小穴を加工する層にはフッ素樹脂フィルムを適用するマイクロ流体デバイ
ス作製方法である．
　図2－38（a）は熱硬化性ラミネートフィルムの積層によるマイクロ流体デバイスの作製プ
ロセスである．はじめに基板となるカバーガラスをポリイミドの熱硬化性ラミネートフィ
ルムと透明な樹脂ラミネートフィルムとで挟み，ラミネー一ト接着し（図2－38．（a）一（1）），レ
ーザ加工によって樹脂部分に微細溝や穴を形成する（図2－38．（a）一（2）），多層化させる場合
は，さらに樹脂フィルムをラミネート接着し（図2－38．（a）一（3）），レーザ加工によって微細
溝や穴を形成することにより多層化させ立体流路を形成する（図2－38．（a）一（4））．最後に樹
脂フィルムをラミネート接着して覆うことによってマイクロ流路を形成し（図2－38．（a）一
（5）），レーザ加工によって試料の注入や注出のための穴を形成する（図2－38．（a）一（6））．
　図2－38（b）はフッ素樹脂フィルムと熱硬化性ラミネートフィルムとの積層によるマイク
ロ流体デバイスの作製プロセスである．はじめに基板となるカバーガラスをポリイミドの
熱硬化性ラミネートフィルムと透明な樹脂ラミネートフィルムとで挟みラミネート接着し，
レーザ加工によって樹脂部分に矩形断面流路となる微細溝を形成する（図2－38．（b）一（1）），
次に，あらかじめレーザにより微小穴（毛細血管流路）などの微細加工を行ったフッ素樹脂
フィルムをラミネート接着する（図2－38．（b）一（2））．さらに，レーザ加工により矩形断面流
路などを加工した熱硬化性ラミネートフィルムや，出入口の穴を加工したフッ素樹脂フィ
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ルムをラミネート接着により積層化させ，立体流路を形成する（図2－38．（b）一（3））．さらに
多層化させる場合はこのプロセスを繰り返し，マイクロ流体デバイスを完成させる（図2－38．
（b）一（4））．
　また，本プロセスでは樹脂フィルムをラミネート接着で積層化させる時に，パイプなど
のマイクロ部品を挿入することによって，マイクロ部品を内蔵した立体流路を形成するこ
とが可能となった．
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　　　　（b）フッ素樹脂フィルムと熱硬化性樹脂フィルムとの積層
図2－38積層による3次元流路をもつマイクロ流体デバイスの作製プロセス
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2．5．2　マイクロ流路の作製
　樹脂ラミネート法によるマイクロ流路の作製プロセスでは，薄い樹脂フィルムに対して
加熱・加圧によって接着を行うため，この熱や圧力による流路空間の形状変化などにっい
て調べた．
　図2－39はポリイミドの熱硬化性ラミネートフィルムを積層化させて作製した矩形断面
流路の観察写真である．流路断面形状は50μm×45μmであり，熱硬化性樹脂を用いるこ
とによって流路壁面が変形することなく流路となるマイクロ空間が形成できていることが
わかる．
　　　　　　　　　　　　　　　　　Channel　space　which　is　formed　in　l　st　layer
Cha
（Ch
1ayer
rtlon
ye「
（a）光学顕微鏡によるE面からの観察写真
図2－39　熱硬化性ラミネートフィルムを積層したマイクロ流路の観察写真
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　一方，フッ素樹脂フィルムは熱可塑性樹脂であるため，22節の図2－5に示す流路の断面
図のように，ラミネートの際に熱と圧力により流路が潰れてしまう可能性がある．さらに，
本研究では接着強度を増加させるために，ラミネート接着後に130℃の炉内に1時間放置
させているので，軟化による変形の可能性もある．そこで，作製条件とマイクロ流路の変
形との関係について検討した．図2－40の概略図に示すように厚さ100　ll　mのフッ素樹脂フ
ィルムEFEPを積層化させて矩形断面流路を作製し，この断面を観察した写真を図2－41に
示す．図2－41（a）は流路断面形状が幅200μm×深100μmであり，フィルム厚さに対して溝
幅が広い場合には，流路の天井と底面を形成しているlt　Fのフィルムが変形してしまうこ
とがわかる．一方，図2－41（b）は流路断面形状が幅100μm×深100μmであり，フィルム
厚さと溝幅が同じ場合には，流路の天井と底面を形成しているh下のフィルムの変形は観
察されない．正確な評価のために，輪郭表面形状測定機を使用して流路の天井を形成する
フィルム上面の輪郭形状を測定した．ラミネート接着後における測定結果を図2－42に示す．
流路の天井を形成するフィルムの変形はL96μmで流路の潰れは僅かであった．また，
130℃の炉内放置後における測定結果を図2－43に示す．流路の天井を形成するフィルムの
変形は1．78μmであり，炉内放置前と比較すると測定誤差内の変化程度であり，炉内温度
130℃の場合は流路の潰れに対する炉内放置の影響はほとんどないと考えられる．
Outlet　ho1
Fluoro　resin　film
Inlet　hole
etration　slot
図2－40　フッ素樹脂フィルムを積層させた概略図
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　　　　　　（a）溝幅が大きい場合　　　　　　（b）溝幅が小さい場合
　　　　図2－41　フッ素樹脂フィルムを積層した端面（流路断面）の観察写真
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　　　　　図2－42　流路の天井を形成するフィルムヒ面の輪郭形状測定結果
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図2－43　炉内放置後における流路の天井を形成するフィルム上面の輪郭形状測定結果
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2．6結言
　μTASの作製には，流路や溜池などを形成するための微細溝や微小穴を加Ilし，さら
にこれらをもとにマイクロ流路を作製する必要がある．そこで，本研究では，流路作製時
における熱や圧力に対して流路の潰れを防止し強度も高い素材としてポリイミドの熱硬化
性ラミネートフィルムに注目した．また，血液などの生体物質を対象とするため，擬水性
や耐薬品性，光透過性に優れたフッ素樹脂に注目した．そして，これらの材料に対して紫
外線レーザによるマイクロ加工技術の検討を行った．さらにこのマイクロ加［技術をもと
に，レーザ加工と樹脂ラミネート法を用いたマイクロ流路作製技術の最適化を行った．結
果は以下のとおりである．
①レーザによる熱硬化性ラミネートフィルムへのマイクロ加1技術
　・フルエンスと加工深さとの関係や，レーザ照射パルス数と加r．深さとの関係など，熱
　　硬化性ラミネートフィルムに対するエキシマレーザ加工条件についての最適化を行っ
　　た．レーザ照射パルス数を制御することによって必要に応じた溝深さを作製でき，ま
　　た側面テーパを約7．8°にすることができた．
　・微細溝や微小穴の加工形状の最適化や，流路壁面となる加工面の面粗さ低減を図るこ
　　とができた．
　・マイクロ流路となる微小空間を形成するための微細溝の加工を試みた．一三又構造の微
　　細溝，幅が変化する微細溝，深さが変化する微細溝などが形成でき，比較的良好な加
　　工形状と加工面粗さの微細溝が得られた．
②レーザによるフッ素樹脂へのマイクロ加工技術
　・矩形形状の止め穴加工を行い，レーザの波長，フッ素樹脂材料の種類などの加工条件
　　について検討を行った．波長248㎜に比べて波長193nmのレーザの方が，加r形状
　　のコントロールが容易であった．
　・3種類のフッ素樹脂材料を比較した結果，PFAとFEPでは流路を形成することが難し
　　く，EFEPは流路の形成が可能であった．
　・EFEPでは加工屑の残留の影響はあるが，アスペクト比が1前後の穴形状ではレーザ
　　照射パルス数と加工深さとは，ほぼ比例関係が得られた．
　・複数回のスキャン加工にすることによって，溝側面の傾きが減少して矩形断面の溝に
　　近づけることができた．
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　・加工屑の残留，加工底面の面粗さ，溝側面の傾きが大きいなどの対策の1つの方法と
　　して，フィルムを貫通させる微細溝加工によって，比較的良好な加1二形状と加1：面粗
　　さを有する微細溝が得られた．
　・材料の温度が加工へ及ぼす影響について調べた．その結果，材料の温度による加1：面
　　粗さへの影響は少ないことがわかった．
　・フルエンスが4～5J／cm2，照射回数500　pulsesの条件が，加工した穴の表面粗さを低減
　　させる平滑化加工には適していることがわかり，比較的なめらかな加工表面が得られ
　　た．
　・微小径の穴加工では，穴が貫通するまでは加工面粗さは悪いが，穴が貫通した後のレ
　　ーザ照射回数を増加させることにより，穴側面が少しずつ除去されていき，穴側面の
　　加工面荒れが小さくなることがわかった．
　・レーザ加工面の評価を行った結果，FTIRによる測定および濡れ性試験では，加工後の
　　特性変化はほとんどなかった．
③マイクロ流路の作製
　・熱硬化性ラミネートフィルムの積層によるマイクロ流体デバイスの作製プロセスと，
　　フッ素樹脂フィルムと熱硬化性ラミネートフィルムとの積層によるマイクロ流体デバ
　　イスの作製プロセスを考案した．
　・熱硬化性樹脂を用いることによって流路壁面が変形することなく流路となるマイクロ
　　空間を形成することができた．
　・フッ素樹脂フィルムは熱可塑性樹脂であるが，樹脂ラミネート法において，フィルム
　　厚さと溝幅を同一寸法の100μmにすることによって，流路の天井と底面を形成して
　　いる上下のフィルムの変形を2μm以下にすることができた．
以上のように，エキシマレーザによる樹脂フィルムへのマイクロ加工技術の最適化，およ
びレーザ加工と樹脂ラミネート法を用いたマイクロ流路作製技術の最適化を図った．これ
によって，用途に応じた複数の材料で形成される3次元立体流路をもつマイクロ流体デバ
イスの作製技術を新たに開発した．さらに，従来は加工が困難であったフッ素樹脂フィル
ムへの微細溝や微小穴の高精度加工を実現し，フッ素樹脂の特性を有したマイクロ流路を
作製可能であることを示した．
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第3章　血液検査用マイクロ流体デバイスの作製
3．1緒言
　現在行われている血液検査には，血球計測，変形能測定，形成時間測定，凝固時間測定
などがある．血球計測は血液中の血球数やリンパ球数を把握することであり，多血症，血
液濃縮，貧血，白血病などの診断に不可欠である．また，変形能測定は赤血球の物理的・
化学的性状変化を把握することであり，糖尿病，心筋梗塞，脳血管障害の予防や治療に不
可欠である．血液検査機器の1つに，細胞，バクテリア，微粒r・の同定やカウントなどの
定量測定を行うフローサイトメーターがある．しかし，従来のフローサイトメーターは大
型で高価な機器であるため，自宅やケアハウスなどで気軽に検査ができる小型のフローサ
イトメーターが開発されつつある．そこで本研究では，カードサイズに小型・集積化した
マイクロフローサイトメーターをはじめとする血液検査用μTASの作製を目標とした．
2章では，エキシマレーザによる樹脂フィルムへのマイクロ加工技術の最適化，およびレ
ーザ加工と樹脂ラミネート法を用いたマイクロ流路作製技術の最適化を図った．次に，こ
れらの技術をもとに血液検査用マイクロ流体デバイスを作製し，これらのマイクロ流路に
ついて血液検査用μTASへの応用の可能性を検討した．
　血液検査において血球の同定やカウントなどの定量測定を行うためには，血球を並べて
流すことが有効であると考えられる．血球の大きさよりも僅かに大きな流路断面・r法のマ
イクロ流路であれば，血球が並列して流れず，一列に流れると考えられる．しかし，血液
は粘性の高いコロイド状の流体でタンパク質などを含むため，幅が数μmのマイクロ流路
に血液を流すと直ちに閉塞する可能性が考えられる．また，数μmの微細流路を精度良く，
かつ面粗さも良好な状態で加工を行うことは容易ではない．一方，流れが層流から乱流に
移行する臨界レイノルズ数は円管の中の定常流で約2000である．成人胸部の大動脈の直径
はおよそ20～27mmであり，最も細い毛細血管の直径はおよそ5μmであり，血管内を流
れる血液のレイノルズ数は約IOOOO～O．OO　1である．したがって，血液は内径が1mm程度
の小動脈よりも細い血管では層流になる．そこで本章では，試料がシース液に包まれた状
態で流れるシースフロー現象を応用し，流体の圧力を制御することによって，血液の流れ
幅を絞り血球を整列させることを試みたので報告する．
　また，現在いくつかの研究グループがマイクnフローサイトメーター，マイクロセルソ
ーター，マイクロセルカウンターをはじめとする血液検査用μTASを開発している1’13）．
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しかし，液体試料を流す方法は十分に確立されていない．本研究ではマイクロ流体デバイ
スに取り付けられた接続チューブ内の液体のポテンシャルエネルギによって液体試料を流
路内に流すことを見出した．さらに，接続チューブを使用せずにチップを垂直な状態にす
ることによって，マイクロ流路内の液体に加わる重力を利用して液体を駆動する方法を提
案した．μTASとして用いる分析チップは非常に小さいが，　般的にポンプや接続チュ
ーブのように周辺装置は非常に大型であった．そこで，本研究ではポンプや電気泳動力な
どを使用せずに，流路内の液体を送液する方法として，重力を利用した駆動方法を開発し
た．この方法によって，ポンプユニットをマイクロ流体デバイス内に集積することができ，
また非常に微量な液体試料で送液できる．
　近年，流体に関する設計においてコンピュ・一タシミュレーション（CAE　：　Computer　Aided
Engineering，以下はCAEと記述する）すなわち数値計算よる流体解析が，様々な流れ場
の予測や流体に関する設計に活用されてはじめている，しかし，マクロスケールの流れ場
では十分に小さく無視できた壁面の表面粗さや流体の粘性などの要因が相対的に大きくな
るなどの特徴があり，従来の流体モデルでは誤差が大きくなる場合も多い．さらに，マイ
クロバルブ，マイクロポンプなどの可動部や，電気浸透流に代表される電気的な力，さら
にマイクロヒーターなどによる熱流動が複雑に絡み合ったものとなることから，マイクロ
流動を十分に解析できる手段は開発されていない14）．そこで，本研究ではマイクロ流路内
の流れについてCAEによる流体解析を用いた評価と，作製したマイクロ流体デバイスを
用いた送液実験による実験的評価との両面から検討を行い，マイクロ流路形状の最適化を
検討した．
　本章では，2章で述べたレーザによるマイクロ加工技術と樹脂ラミネート法を用いて，
血液検査用μTASの作製を目的として，血液検査用μTASの構成要素となる数種類の
マイクロ流体デバイスを作製し，それぞれのマイクロ流体デバイスに血液と生理食塩水を
流し血球の観察を行ったので報告する．具体的には，三又構造マイクロ流路や小径パイプ
を挿入したマイクロ流路を用いた血球整列に関する検討を行った．また，フッ素樹脂を用
いた血球変形能観察用マイクロ流路における血球変形能に関する検討を行った．最後に，
重力を利用した流体駆動による血球整i列と血球変形能観察に関する検討を行った．
60
3．2　三又構造マイクロ流路を用いた血球整列
3．2．1三又構造マイクロ流路のマイクロ流体デバイスの作製
　マイクロ流体の特性を調べることを目的として，3本の支流路が1本の流路に合流する
三又構造のマイクロ流路をもつマイクロ流体デバイスを作製した．流路形状は，幅約50μ
m，深さ約45μmの矩形断面形状の3本の支流路が，幅約150μm，深さ約45μmの矩形
断面形状の流路に合流する三又構造とした．熱硬化性ラミネートフィルムへのレーザ加1二
条件を表3－1に示す．レーザ加工した三又構造の微細溝のSEM観察写真を図3－1に示す．
エッジ形状もきれいであり，良好な加工形状と加工面粗さの微細溝が得られた，次に，図
3－2に示すように溝に熱硬化性ラミネートフィルムを接着することによって流路を形成し，
流路の流入穴にシリコーンチューブとシリンジ接続用のコネクタを接着してマイクロ流体
デバイスを作製した．送液実験を行う前のマイクロ流体デバイスの外観写真を図3－3に示
す．ラミネート接着部やチューブとの接続部からの液漏れや樹脂フィルムの剥離などもな
く，送液可能なマイクロ流体デバイスを作製することができた．
表3－1熱硬化性ラミネートフィルムの加〔条件
加工装置 Exitech社製エキシマレーザ加工機PS2000
kAMBDA　PHYSIK社製発振機LPX200i
レーザ波長 248nm
縮小光学系倍率 10倍レンズ系
発振エネルギ 150mJ
フルエンス 0．75」／cm2
発振周波数 100Hz
ビーム形状 φ53μm
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?3図 レーザ加工した三又構造の微細溝のSEM観察写真
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図3－2マイクロ流体デバイスの概念図
⇒
図3－3　マイクロ流体デバイスの外観例
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3．2．2　インクを用いた送液実験
　はじめに，インクを用いて三又構造の流路における液体の合流状態や流れに対する圧力
の影響など，マイクロ流体の基本的な特性を調べた．前節で述べたマイクロ流体デバイス
に，3本のシリンジを取り付け手動やシリンジポンプによってインクをマイクロ流路に送
液し，光学顕微鏡に取り付けた高速度ビデオカメラによって流路内の流れ状態を観察した．
3本の支流路にそれぞれ赤，青，黄色のインクを送液した．三又構造マイクロ流路の合流
位置における光学顕微鏡観察写真を図3－4に示す．流れが完全に層流状態となり，合流部
分で混ざり合わないことがわかる．中央の青インクは数mm下流でも同じ幅で流れていた．
nk
Blue　ink
図3－4　三又構造マイクロ流路におけるインクの流れ
（a）中央の流れ幅を絞った時　　　　　　　（b）3っの流れを偏らせた時
　　　　　　図3－5水圧を変化させた時のインクの流れ
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また，3本の支流路のそれぞれの水圧（流量）を変化させることにより，一三又流路における
それぞれの流れ幅を変化させることができた．図3－5（a）は中央の青色インクの流れを一定
とし，両側の支流路の水圧を増加させることによって，中央の青色インクの流れ幅を絞っ
た時の光学顕微鏡写真である．また，図3－5（b）はヒ方の支流路に送液した黄色インクの水
圧を増加させることによって，中央の流れを偏らせることも容易にできた．
3．2．3　血液を用いた送液実験と血球整列
　試料がシース液に包まれた状態で流れるシースフロー現象と前節で述べた一三又構造マイ
クロ流路の圧力調節による流れ幅を制御する方法を応用して，血液の流れ幅を変化させ血
球を整列させる実験を行った．三又構造の中央の支流路に生理食塩水で希釈した自己血を
流し，両側の支流路に生理食塩水を流した．光学顕微鏡に取り付けた高速度ビデオカメラ
によって流路内の流れ状態を観察した結果を図3－6および図3－7に示す．両側の支流路の
圧力を高くすることによって図3－6に示すように三又構造マイクロ流路の合流位置で血液
の流れ幅が絞られ，合流位置から数mm離れた下流位置では図3－7に示すように赤血球が
．一?ﾉ並んだ状態で流れることが確認できた．ただし，図3－8に示す模式図のように，合
流位置における血液の流れは上下方向すなわち流路深さ方向の流れ幅が45μmあり，流路
底面を転がるように流れる血球も観察された．
　次に，図3－9に示す模式図のように，マイクロ流路の深さ寸法を小さくすることによっ
て，血液の上下方向の流れ幅を狭くし，流路深さ方向の血液の流れについても血球を整列
させる実験を行った．幅約50μm，深さ16μmの矩形断面形状の3本の支流路が，幅約
150μm，深さ約16μmの矩形断面形状の流路に合流する三又構造のマイクロ流路をもつ
マイクロ流体デバイスを作製した．三又構造の中央の支流路に生理食塩水で希釈した血液
を流し，両側の支流路に生理食塩水を流した．光学顕微鏡に取り付けた高速度ビデオカメ
ラによって流路内の流れ状態を観察した結果を図3－10に示す．両側の支流路の圧力を高く
することによって三又構造マイクロ流路の合流位置で血液の流れ幅が絞られ，さらに流路
底面を転がるように流れる血球は少なかった．しかし，図3－10に示すように合流位置で血
球凝集塊が発生してしまった．これは，赤血球の大きさが約8μmに対して流路の深さ寸
法が16μmであるために血球が壁面に接触する確率が大きくなったことと，2つ以上の赤
血球が付着した状態で流れた場合に流路内に留まる可能性が大きくなったことなどが原因
であると考えられる．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　The　flow　width　ofblood　was　focusedPhysiological　saline　　　　　　　　　　　　　　　　　　　at　the　iunction　ofthree－pronged　channel．
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　　　図3－6　三又構造マイクロ流路の合流位置における［ilL液の流れ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100μm
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　　　　図3－7　三又構造マイクロ流路の下流部における血球整列
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三又構造マイクロ流路における血液の流れの模式図
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図3－9　薄型三又構造マイクロ流路における血液の流れの模式図
Physiological　saline
Blood
Hemagglutination　lump
　　Physiological　saline　　　　　－50μm
図3－10　薄型三又構造マイクロ流路における血液の流れ
3．3　小径パイプを挿入したマイクロ流路を用いた血球整列
3．3．1　流体解析を用いた小径パイプ挿入流路の流路設計
　三又構造マイクロ流路を用いることによって，合流位置で血液の流れ幅を絞ることがで
きたが，流路底面を転がるように流れる血球も観察された．また，その対策として薄型三
又構造マイクロ流路を用いた場合では，血球凝集塊が発生してしまう問題点があった．そ
こで，図3－llに示すように血液と生理食塩水の合流部において血液の流れの全周を生理食
塩水のシースフロー一で覆うことを目的として，小径パイプを挿入した立体流路に関する検
討を試みた．はじめに，CAEによる流体解析を用いて，生理食塩水の流れによって血液
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の流れの全周から血液の流れ幅を絞ることが可能な立体流路の形状を設計した．
　主な解析条件を表3－2に示す．流体解析ソフトは「ANSYS－CFX　Ver10．0」を使fllし，
要素分割ソフトは「ICEM－・CFD　Ver10．0」を使用した．流体の物性値は血液の密度や粘性
係数の値を用いた．本解析は1成分解析であり，生理食塩水は血液の物性値に近いため，
生理食塩水の流体部分についても同…の物性値を用いた．流路構成，流路寸法を変更して
流路設計を行った．樹脂フィルム積層による小径パイプを挿入した立体流路を設計した
概略図を図3－12に示す．主流路の寸法を200μm×180μmとし，小径パイプが取り付け
られる支流路の寸法を100μm×100μmとし，生理食塩水用の支流路の寸法を100μm×
90μmとした．また，小径パイプの寸法は外径100μm，内径30μm，長さ5mmとした．
図3－13に流体解析を行った流路のモデル図と境界条件を示す．
Blood
ow　ofblood　cell
ne
　　　　　　　Capnlary　pipe
図3－11小径パイプ流路（同軸流れの流路）における血液の流れの模式図
表3－2　小径パイプ挿入流路の流体解析の条件
流体解析ソフト ANSYS－CFX　Ver10．0
要素分割ソフト ICEM－CFD　VerlO．0
密度：1．06・103kρm3
流体物性値
粘性係数：4．71×1σ3Pa・s
要素分割サイズ 10μm
4面体要素
要素の種類
壁面近傍：プリズム要素（3層）
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Physiological　saline
1・0・m匝 …?…已デ…
Physiological　saline
1　80　Stm
K“”’一）ri 　Glass　substrate
200μm
Thermosetting　resin　film
Capillary　pipe
図3－12　小径パイプを挿入したマイクロ流路の概略図
万
図3－13
Velocityl　O．2　mm／s
流体解析に用いた小径パイプ挿入流路のモデル図（1／2対称モデル）
図3－14　流体解析における要素分割図の合流部周辺の断面拡大図
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　流路および流れが対称形状であるため，3次元モデルは1／2対称モデルを使用し，
断面に相当するサーフェスに対称境界条件を設定した．流れに関する境界条件では，血
液用支流路の入口面に流速0．2mm／sを与え，生理食塩水用支流路の入口面に流速20mm／s
を与え，出口面に圧力がゼロすなわち大気開放の境界条件を設定した．要素分割では，要
素寸法を10μmとし，壁面近傍では流速変化に対応できるようにプリズム要素を使用して
さらに3層分割を行った．図3－14に小径パイプ内の流れが主流路に合流する周辺におけ
る要素分割図を示す．
　流体解析を行った解析結果について，図3－15に圧力分布のコンター図を示し，図3－16
に小径パイプ内の流れが主流路に合流する位置における流線とその流速を示す，小径パ
イプ外周を流れてきた流体の流れによって小径パイプから吐出した流体の流れ幅が全周
から絞られることが確認できた．また，小径パイプ先端の壁面付近は圧力が低いことが
わかり，この圧力低下によって図3－16のようにパイプから吐出した流体の流れ幅が’度
数μm広がることがわかる．次に，図3－17に小径パイプ内の流れが主流路に合流する位
置の垂直断面における流速ベクトル図を示し，図3－18に水平断面における流速ベクトル
図を示す．小径パイプ端面の壁面付近は流速が遅いが，渦が発生する可能性が少ないと
いえる．また，パイプの先端から約0」5mm下流で中心の流速が早くなり一一定な流れにな
っていることがわかる．次に，図3－19に生理食塩水用の支流路を流れる流体の流線とそ
の流速を示し，図3－20に小径パイプ外周部を流れる流体の流線とその流速分布を示す．
矩形断面の流路であるため，パイプ外周部の流速が少し不均一なことがわかる．ただし，
パイプが円筒形状であるため，合流する流れに大きな影響はないと考えられる．
‘：；：：；；
Value　ofthe　specified　color　scale
一一　　　　図3－15　圧力分布を表示した流体解析結果
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図3－16　合流部分における流線と流速を表示した流体解析結果
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図3－17　流速ベクトル図（垂直断面）
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図3－18　流速ベクトル図（水平断面）
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図3－19　生理食塩水の流線と流速（支流路）図3－20　生理食塩水の流線と流速分布断面図
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3．　3．2　小径パイプを挿入したマイクロ流体デバイスの作製
　流体解析を用いて設計を行った小径バイプ挿入流路を作製する．図3－21にマイクロ流体
デバイスの概略図を示す．表3－3に示す加工条件をもとに，エキシマレーザ加ilveにより
熱硬化性ラミネートフィルムに微細溝を加1二した．小径パイプは外径100μm，内径30μ
mの銅製パイプを用い，微細放電加工機により長さ5mmに切断加Ilした．微細放電加Il
用の電極を小径パイプと直交する方向にスキャンさせることによってパイプを切断した．
表3－4の放電加工条件に示すとおり，非常に微細な加工を行う条件にすることによって，
内径の潰れやバリ等の発生もなく良好に切断することができた．ラミネートフィルムを積
層してレーザ加工した流路の中央に銅パイプを取り付けた構造とした．図3－22は4層と5
層のラミネートを行う前の3層目までの構造のSEM観察写真であり，図3－23は小径パイ
プの先端部分すなわち流路の合流位置を拡大したSEM観察写真である．比較的良好な加
工形状と加工面粗さが得られた．次に，4層目および5層目についてもラミネート接着お
よびレーザ加工を行い，小径パイプ流路を持つマイクロ流体デバイスを作製した．
一醜却mm－vンe　5th　laye「
　　　　　　　　　　　　　　　、　　 4th　1・y・・
　　　　　　　　　文i蘂二：∵
　　　　　　　　　　　　　　　　　　璃二2・dl。y，・
　　　Channel　space　聯
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．「＋一一　1st　layer
Glass　substrate
図3－21小径パイプを挿入したマイクロ流体デバイスの概略図（展開図）
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表3－3熱硬化性ラミネートフィルムの加E条件
加工装置 　Exitech右ヒ製エキシマレーザ力日］E機PS2000
kAMBDA　PHYSIK社製発振機LPX200i
レーザ波長 248nm
縮小光学系倍率 10倍レンズ系
発振エネルギ 150mJ
フルエンス 0．75J／cm2
発振周波数 100Hz
ビーム形状 108μm×108μm
表3－4　小径パイプの切断加工条件
加工装置 三菱電機（株）製微細放電加工機EDSCAN8E
電極 φ05mmタングステン電極
電気条件 E855（微細加工用条件）
加工モード FAP，サーボ30
スキャン回数 1パスによる切断
電極回転 固定
　　Side　channe1
（Physiological　saline
channel）
Capillary　pipe
Main　channel
図3－22　3層目までの小径パイプを挿入した微細溝のSEM観察写真
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Capillary　pipe
　　Main　channel／
図3－23小径パイプ先端部分とパイプを挿入した微細溝のSEM観察写真
3．3．3　血液を用いた送液実験と血球整列
　前節で述べたマイクロ流体デバイスに，2本のシリンジを取り付けシリンジポンプによ
って液体をマイクロ流路に送液し，光学顕微鏡に取り付けた高速度ビデオカメラによって
流路内の流れの状態を観察した．小径パイプにつながる支流路に生理食塩水で希釈した自
己血を送液し，もう1っの支流路に生理食塩水を送液して支流路の両側から｝流路に生理
食塩水を流した．小径パイプ内の流れが主流路へ合流する位置における光学顕微鏡観察写
真を図3－24および図3－25に示す．図3－24のように内径30μmの小径パイプの中に1血液を
流すことができ，生理食塩水と合流する流路に吐出することができた、さらに，生理食塩
水の圧力を高くすることにより図3－25に示すように血液の流れ幅が絞られ，赤｛虹球が・列
に並んだ状態で流れることが確認できた．下流では全ての血球が同一速度で流れており，
血液の上下の流れ幅や流路底面を転がるように流れる血球もないことが確認でき，このこ
とから血球が流路に対して一直線上に流れていると考えられる．また，図3－26に合流部分
の拡大図を示す．血液と生理食塩水の合流部分において，血球の流れが生理食塩水によっ
て全周から絞られ，血球が一列に並んでいく状態が確認できた．
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Blood Capillar）．　pipe
　　　Physiologicale　　　saline
ぐ■Bl・・d
　　　Phys　iolog　icale　　　saline
図3－24　合流部において小径パイプから吐出するlhLi｛斐
　　　　　　　　Blood　cell　　　　Capillary　pipe
?
　　　Phys　iological
←saline
←B1・・d
←Physiological
　　　saline
図3－25　小径パイプ挿入流路の合流位置におけるIf｜L液の流れ
Blood　cel1
Capillary　pipe
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＜申■■Physiological
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　saline
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　←Bl・・d
Pt
図3－26　小径パイプ挿入流路の合流位置における血球整列
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←Physiological
　　　saline
（図3－25θ）合流部の拡大図）
3．4　2段階合流流路を用いた血球整列
3．4．1　流体解析を用いた流路設計
　血液は粘性の高いコロイド状の流体でタンパク質などを含むため，流路幅が数μmの
微細流路に血液を流すと直ちに閉塞する可能性が考えられる．しかも，数μmの微細流
路を精度良く，かつ面粗さも良好な状態で加工を行うことは容易ではない．そこで，前
節までに述べたようにマイクロ加工技術と樹脂ラミネート法を用いて，三又構造の微細流
路をもつマイクロ流体デバイスや，小径パイプを挿入した立体流路をもつマイクロ流体デ
バイスを作製した．さらに，これらのマイクロ流体デバイスを用いて，試料がシース液に
包まれた状態で流れるシースフn一現象と圧力調節による流れ幅を制御する方法を応用
することによって，合流位置で生理食塩水の流れによって血液の流れ幅が数μmに絞ら
れた状態で流れることが確認できた，ただし，小径パイプの内径は30μmであり，血液
が閉塞する可能性も残されている．しかし，流れが層流から乱流に移行する臨界レイノ
ルズ数を考慮すると，流路幅寸法を大きくすることは難しい。そこで，小径パイプを挿
入した微細流路以外に，生理食塩水の流れによって血液の流れ幅を絞ることを目的とし
たマイクロ流路を検討した．
　はじめに，生理食塩水の流れによって血液の流れの左右方向と上下方向から血液の流
れ幅を絞る立体流路すなわち2段階で合流する流路を提案し，CAEによる流体解析を
用いて流路形状と送液条件を設計した．さらに，流路内を観察する時の光透過性を考慮
して積層数を減らすことや，マイクロ流体デバイスの作製をより容易にするためにでき
る限り単純化した流路を設計する必要がある，
　主な解析条件を表3－5に示す．流体解析ソフトは3．3．1節と同様なソフトを使用した．ま
た，流体の物性値も33．1節と同様な値を使用した．要素分割では，要素寸法を8μmとし，
一番細い流路幅でも6分割されるように設定した．壁面近傍では流速変化に対応できるよ
うにプリズム要素を使用してさらに3層分割を行った．流路構成，流路寸法，および流入
部分の流速を変更して流路設計を行った．図3－27に設計した立体流路の要素分割図と流
体解析を行った境界条件を示す．また，表3－6に流路の断面寸法と境界条件を示す．
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表3－5　2段階合流流路における流体解析の条件
流体解析ソフト ANSYS－CFX　　Ver10．0
要素分割ソフト lCEM－CFD　VerlO．0
浮ll隻　：　LO6×103　kg／rn「
流体物性値
‡占性係数二4．71×10’、Pa・s
要素分割サイズ 8　μm
4面体要素
要素の種類
壁面近傍：プリズム要素（3層）
Blood
⇒
Physio
（Veloc
Uh㍑ぽ＝） Physiologica）saline
（Velocity：60　mm／s）
　　　　　　図3－27要素分割図と境界条件
60mm／s）
91cal　saline
60mm／s）
Outlet
（PressurelO）?
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表3－6　2段階合流流路における流路断面形状と境界条件
　　　　　　　　　　　つf面形状：0．05×0．045mm‘
血液流入部
流速：1mm／s
断面形状：0．05×0．045mm2
左右流路の流入部
流速：20mm／s
上下流路の流入部
断面形状：0．075・0．045mm2
流速：60mm／s
断面形状：0．15×0．135mm2
出口部
平均圧力：0（大気解放）
　図3－28から図3－32に流体解析を行った解析結果を示す．図3－28に血液の流線とその
流速のみを表示した鳥‖敢図，上面図，側面図を示す．図3－29に左右方向の支流路から血
液に合流する生理食塩水の流線とその流速のみを表示した鳥撤図，ヒ面図，側面図を示
す．図3－30に上下方向の支流路から主流路に合流する生理食塩水の流線とその流速のみ
を表示した鳥鰍図，上面図，側面図を示す．血液の支流路に左右の支流路が合流する第
1段階合流位置において血液の左右方向の流れ幅が絞られ，次に上ドの支流路が合流す
る第2段階合流位置においてさらに血液の」二下方向の流れ幅が絞られる解析結果が得ら
れた．送液条件を検討することによって，止下の支流路が合流する第2段階合流位置に
おいて，上下方向の合流によって血液の左右方向の流れ幅が広がってしまうことを13％
以下に低減できた．図3－31に水平方向の中央断面と垂直方向の中央断面における流速ベ
クトル図を示す．主流路の端面における速度勾配から層流状態で流れることが予測され
る．図3－32に水平方向と垂直方向の中央断面における圧力分布図を示す．合流による大
きな圧力変動や加圧部分はなく，全て出口に向かって減圧していることがわかった．流
体解析を用いて検討した結果，送液の条件としては，（血液流路の流速）：（左右流路の流
速）：（上下流路の流速）＝1：20：60の比で流速を与えることによって血液の流れ幅が絞
られる解析結果が得られた．
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図3－29　左右流路からの流線のみを表示した流体解析結果
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　図3－30　上下流路からの流線のみを表示した流体解析結果
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図3－32　中央断面におけ圧力分布図
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3．4．2　2段階合流の3次元立体流路の作製
　流体解析を用いて設計を行った2段階合流流路を作製する．図3－33にマイクロ流体デバ
イスの概略図を示す，立体流路はガラス基板上に6層の熱硬化性ラミネートフィルムを積
層させる構成である．表3－7に示す加工条件をもとに，エキシマレーザ加工と樹脂ラミネ
ート法を用いて，立体流路の加工を行った．図3－34は2層目までの構造を作製した流路の
光学顕微鏡観察写真である．フィルムが透過するため1層目で形成されている幅75μm，
深さ45μmの下方流路が観察できる．この1層目の下方流路から合流する主流路の一一部と
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なる幅150μmの微細溝iを加1二した．図3－35は3層目までの構造を作製した流路の光学顕
微鏡観察写真である．幅50μm，深さ45μmの3本の支流路が，幅150μm，深さ45μm
の主流路へ合流する三又構造の微細溝を加Lし，下流部ではド方流路から合流する構造で
ある．図3－36は4層目までの構造を作製した流路の光学顕微鏡観察写真である．3層目で
形成されている三又構造流路の主流路がフィルムを透過して観察でき，そのド流部に位置
する下方流路から合流する主流路を加llした．この流路は2～4層目で形成されているの
で，幅150μm，深さ135μmの流路となる．図3－37は5層目までの構造を作製した流路
の光学顕微鏡観察写真である．t方流路となる幅75μm，深さ45μmの微細溝を加llした．
図3－38は4層目と5層目を作製する前の3層目までの構造をSEMで斜めから観察した
写真である．1層目の下方流路から主流路へ合流する流出口が観察でき，フィルムの変形
などによる流路断面形状の潰れなどもなく流出口が形成できていることがわかる．また，
目標を満足する良好な加工形状と加工面粗さが得られた．
Blood
6th　layer
Um㎞tb
4th　layer
〈??
　　　　　　　2nd　laye
Three　pronged　channel　space
　　　　　　　l・・1・y・・　Q
　　　　　　　　　　Lamination
｛
??
N
UpPer　channel　space
Main　channel　space
Lower　channel　space
Glass　substrate
図3－33　2段階合流流路をもつマイクロ流体デバイスの概略図
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表3－7　熱硬化性ラミネートフィルムの加11条件
加工装置 Exitech社製エキシマレーザ加L機PS2000
kAMBDA　PHYSIK社製発振機LPX200i
レーザ波長 248nm
縮小光学系倍率 10倍レンズ系
発振エネルギ 150mJ
フルエンス 　　　　〕O．75J／cm←
発振周波数 100Hz
ステージ移動速度 1．18mm／min
ビーム形状 φ22μm
Junction
図3－34
　　Physiologlcal　sallne　　　　　Lower　channe1（1st　layer）
2段階合流流路の2層目までを加．Lした微細溝の光学顕微鏡観察写真
　　　　　　　　　Three“pronged　grooves（3rd　layer）
　　　Physiological　salme　　　　　　　　　Lower　channel（1st　layer）
図3－35　2段階合流流路の3層目までを加工した微細溝の光学顕微鏡観察写真
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Three－pronged　channel（3rd　layer）Junction
el）
　　　　　　　　　　Physiological　saline　　Lower　channel（lst　layer）
図3－36　2段階合流流路の4層目までを加工した微細溝の光学顕微鏡観察写真
　　　　Three－pronged　grooves（3rd　layer）
　　　　　　　　　　　　　　UpPer　groove（5th　layer）
図3－37　2段階合流流路の5層目までを加工した微細溝iの光学顕微鏡観察写真
　　　Groove　from　three－pronged　channel　　　Lower　channel（1st　layer）
Junction
Groove
（Main　channel）
図3－38　2段階合流流路の3層目までを加工した微細溝のSEM観察写真
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3．4．　3　血液を用いた送液実験と血球整列
　前節で述べたマイクロ流体デバイスに，シリンジボンプによって液体をマイクロ流路に
送液し，光学顕微鏡に取り付けた高速度ビデオカメラによって流路内の流れの状態を観察
した．三又構造マイクロ流路の中央の支流路に生理食塩水で希釈した自己1｛ltを流し，両側
の支流路に生理食塩水を流した．さらに，1層目の下方流路と5層目の上方流路に生理食
塩水を流し，主流路に合流させた．三又構造マイクロ流路における血液の支流路に左右の
支流路が合流する第1段階合流位置を観察した写貞を図3－39に示す．生理食塩水の流れ
によって血液の左右方向の流れ幅が数μmに絞られた状態で流れることが確認できた．第
1段階合流位置のf流部に設けた下方流路とE方流路が合流する部分を観察した写真を
図3－40に示す．血液のLド方向の流れ幅が絞られ，赤1血球が整列した状態で流れることが
確認できた．さらにド流部を観察した写真を図3－41に示す．ド流でも［（IL球が整列して流れ
ており，血液の上ドの流れ幅や流路底面を転がるように流れる血球もないことが確認でき
た．
　　　　　　　　　Physiological　saline
Blood
⇒
　　　　　Physiological　saline
図3－39　2段階合流流路の三又構造流路の合流位置における血液の流れ
　　　　　　　　　　　　　Physiological　saline
Blood　　and　　Physiological
saline　which　flow　from　the
three－pronged　channel
　　　　　　　　　→
　　　　　　　　　　　　　Physiological　saline
図3－40　2段階合流流路の上下方向流路の合流位置における血液の流れ
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Blood　ce11
づ纏・w⇒〈
図3－41　2段階合流流路のド流部におけるlflL球整列
3．5　フッ素樹脂を用いた血球変形能観察用マイクロ流体デバイス
3．5．1　擬似毛細血管流路とマイクロ流体デバイスの作製
　赤血球変形能を観察することを目的として，微小穴を擬似毛細lkL管の流路に応用し，図
3－42に示す模式図のように擬似毛細血管流路を流れる血球の変形状態を観察することを試
みた．毛細管流路は血球が変形しながら流れるような流路の直径であるため閉塞してしま
う可能性や，血液が流れるためタンパク質などで流路壁面が汚れることによって，さらに
毛細管流路が閉塞してしまう可能性がある．そこで擬水性，耐薬品性，光透過性に優れた
フッ素樹脂をマイクロ流体デバイスの材料に使用した．2．4節で述べたフッ素樹脂へのマイ
クロ加工技術の検討結果をもとに，本節ではフッ素樹脂にダイキンIl業（株）製ネオフロン
EFEPを使用した．はじめに，赤血球の直径が8μmであるため，それ以ドの開日径を有す
る微小穴を加工した．図3－43は厚さ100　lt　mのEFEPフィルムに，波長193nm，フルエン
ス12J／cm2と7．5J／cm2，集光によるビームの最小直径17μmの条件で加［1した貫通穴の
㌣㍑欝1＼こ
Fluoro　resil　film
Blood　cell
Artificial　capillary
vessel
Main　channel
　　　　　　Q』」．．一一一（0・tl・t・id・）
＝ミミ：ミ：ミミト嬬
　　　　∠自卜。b、erva、i。n
図3－42　変形によって擬似毛細血管流路を通過する赤血球の模式図
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＋Top　s已e　　（Fbence：12J／cm〈2）
十Bottom　side（Fluence：12J／cm〈2）
十Top　skle　　（Fhence：7．5　J／cm〈2）
十Bottom　slde（Fluence：75　J／cm〈2）
750　　　　　　　800　　　　　　850
　　Number　ofpulSes
900
図3－43　フッ素樹脂へのレーザ加工における穴直径とレーザ照射パルス数との関係
直径と照射回数との関係を調べた結果である．レーザ照射側の穴直径は加〒r条件を変化さ
せても約20μm前後でほぼ一定あり，実験を行った加工条件内では照射回数やフルエンス
の影響は小さいことがわかった，一’方，レーザ出射側の穴直径は，実験を行った加1二条件
内では照射回数が増加するほど直径が大きくなることがわかった．この結果をもとに，フ
ルエンス7．5J／cm2，照射回数825パルス，ビーム直径17μmの条件で加Lした貫通穴のS
EM観察写真を図3－44に示す．図3－44（a）はレーザ照射側，（b）はレーザ出射側から観察
した結果であり，レーザ出射側の穴直径は5μm以下である．また，フィルム端部の近傍
に穴を加工した後に，フィルム側面を研磨加工し，穴の側方から顕微鏡で観察した写真を
図3－45に示す．貫通穴は直線的なテーパ形状である．また，穴を軸方向に切断した後に穴
の側面，すなわちレーザ加工面を観察したSEM写真を図3－46に示す．このレーザ加工面
の表面粗さをZygo社製の非接触表面形状測定機NewView6300によって測定した結果は，
0．09pmRa，1．ipmRyであった．　S　E　M観察像でも，穴側面の加工面において1μm以上の
凹凸は見られず，目標とした赤血球の直径の1／10に近い値まで表面をなめらかにすること
ができ，血球流れへの影響は少ないと考えられる．入口の直径が20μm，出口の直径が5
μm，長さが100μmの擬似毛細血管流路としてこの微小穴を利用する．
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　　　　（a）レーザ照射側　　　　　　　　　　（b）レーザ出射側
図3－44　レーザで加工した微小穴（擬似毛細血管流路）のSEM観察写真
Artificial　capillary　vessel
Artificlal　c　　i］lary　vessel
　　　　　P°lis㎞pl三e
。i　mm　（i
Observation
（a）フィルム端部の近傍に加工された微小穴をフィルム側面から観察
Artificial　capillary　vessel
　　　Polishing　plane
（Section　of　fluoro　resln　film
Resin　ofembedding
for　polishing
　　　　（b）埋込用樹脂と研磨加工によって微小穴の断面形状を観察
図3－45　フィルムにレーザで加工した微小穴（擬似毛細血管流路）の側面を観察した写真
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　86
Inside　ofhole（Processed　surface
Cutting　Plane
Artlt］Clal　caPillaA　Nessel
。1＿［
????C
Observauon　a「ea
図3－46　レーザで加工した微小穴の加工面（擬似毛細1血管流路σ）内壁面）の
　　　　　　　　　　　　　SEM観察写真
　次に，入口の直径が20μmで，出口の直径が5μmに加Ilした微小穴を・列に20個並
べ，これらの微小穴を長さ100μmの擬似毛細血管流路として利用し，赤lflL球変形能を観
察することを目的とした立体流路を作製した．図3－47にマイクロ流体デバイスの概略図を
示し，図3－48に立体流路の概略図を示す．表3－8に熱硬化性ラミネートフィルムの加1：条
件を示す．幅100μm，高さ45μmの矩形断面の流路（主流路）を形成する層には厚さ45μ
mのポリイミドの熱硬化性ラミネートフィルムを用い，擬似毛細血管流路を形成する層に
は厚さ100μmのフッ素樹脂フィルムEFEPを用いた．4層目には，　tflL液送液実験での光
学顕微鏡による観察を考慮し，光の透過性がよいフッ素樹脂フィルムを用いた．また，毛
細管流路と主流路との間で流路の断面積が急激に変化することによって，液体を流路に注
入する時に流路内に存在する空気が気泡となって残留すると考えられるため，IflL球が擬似
毛細血管流路に流入する側の主流路の終端部に気泡抜き用の出口穴を設けた．1三流路内の
気泡が排出された後は気泡抜き用の出口穴は封止した．さらに，擬似毛細管流路から主流
路へ流出する時に，擬似毛細血管流路の出口付近で流体が滞留して血L球の付着や詰まりが
発生する問題が考えられる．そこで，血球が擬似毛細血管流路から流出する側の主流路の
ヒ流部にっながる補助流路を設け，この補助流路に生理食塩水を送液し，擬似毛細血管流
路から流出した血液とともに出口穴から外部へ流出させる構造とした．これは，擬似毛細
血管流路の出口周辺において下流に向かう流れを増加させることによって，擬似毛細血管
流路の出口付近での血球の付着を抑制することを目的としている，図3－49（a）は血液が流入
する側の矩形断面流路と擬似毛細血管流路のSEM観察写真であり，図3－49（b）は血液が流
出する側の矩形断面流路と擬似毛細血管流路のSEM観察写真である．
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表3－8　熱硬化性ラミネートフィルムの加工条件
加工装置 Exitech社製エキシマレーザ加工機PS2000
kAMBDA　PHYSIK社製発振機LPX200i
レーザ波長 248nm
縮小光学系倍率 10倍レンズ系
発振エネルギ 150mJ
フルエンス 0．75J／cm2
発振周波数 100Hz
ビーム形状 108μm×108μm
　　　　　　　　　　Blood　　　　　　　＿∠↓芦竺
　　Inlet　hole
　　　　　・一⇒一一
丁ごmgo∴「。．．
　　　　　　　　　　12㎜
　　　　　Laminati°n・C＞”Si’1編＿
ズご：：
　　　　　　　　Fluoro　resin創m
　　　　　　　Channel　space
　　　　　　　（Width：100μmうdepth：100μm）
　　　　　　　Artificial　capillary　vessel
　　　　　　　Glass　substrate
　　　　　　　（24×60×0．23mm3）
図3－47　赤血球変形能観察用マイクロ流体デバイスの概略図（展開図）
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　　　　　　Bl・・d↓Mainch＝le㌫vessel、
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Channel　f（）r　extracting
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　air　bubbles　　　　　　　　／Cork
Physi°1°gical　saline@　　1Ai，b。bbles
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ガnd　bl°°d
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↑°u‘let
Chamel　fbr　preventing
blood　cell　condensing
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Main　channel（Outlet　side）
　　　　　　　　図3－48　赤血球変形能観察用マイクロ流路の概略図
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Artificial　capillary　vessel　where　blood　flows　in
de　ofahole）
Fluoro　resin　filrn
（a）血球が流入する側
Artificial　cap川ary　vessel　where　blood　flows　out）
e
Fluoro　resin　film
　　　　　　　　　　　　　　　（b）血球が流出する側
図349　作製した擬似毛細血管流路と主流路のSEM観察写真
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3．5．2　血液を用いた送液実験と赤血球変形能の観察
　前節で述べたマイクロ流体デバイスに，2本のシリンジポンプによって液体をマイクロ
流路に送液し，光学顕微鏡に取り付けた高速度ビデオカメラで流路内の血球の流れを観察
した．生理食塩水で20倍に希釈した自己血を｝三流路に送液した．さらに，毛細管流路から
血液が流出する側の矩形断面流路（主流路）につながる補助流路へ生理食塩水を送液した．
流路内の気泡は，気泡抜き用の出口穴から排出することができた．そして，流路内の気泡
が排出された後は気泡抜き用の出口穴は封止した．血球凝集防止用の補助流路から流れる
生理食塩水の効果によって，擬似毛細血管流路の出口付近における血球の付着は発生しな
かった．補助流路から生理食塩水を流さない場合は擬似毛細血管流路の出口付近で血球の
付着や詰まりが発生したため，補助流路からの送液の効果が大きいことが確認できた．図
3－50は血球が擬i似毛細血管流路に流れ込む時の連続観察写真であり，図3－51は血球が擬i似
毛細血管流路から流れ出る時の連続観察写真である．直径約8μmの赤血球が出口直径5
μmの擬似毛細血管流路を詰まることなく通過することが確認できた．
Artificial　capillary　vessel
Red　Blood　cell
Artificial　capillary　vessel
Red　Blood　cell
図3－50　擬似毛細血管流路へ流入する血球の連続観察写真
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Artificiat　capitlar＞t　vessel
　　　　　　　　　吟　●
■國■■■匝：■
　　　　　　　　　　　　　目
Red　blood　cell　　　　　　　　　　　　　　　　Artif］cial　cap川ary　vessel
　 　　　　吟　嚇〉ヰ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Red　blood　cell
　　　　　　　　■■匝■■■匝■
（a）流出するlilL球の連続観察写真
　　　　　　　　　　　　　　　Red　blood　cell
’．．、 ^／Main　channel（（卿⑭
　　　　　　　　　　　　　　Artiticial　capillary　vesse1
　　　　　（b）流出する瞬間の血球
図3－51　擬似毛細血管流路から流出するiflL球の観察写真
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3．　6　重力を利用した流体駆動方法
3．6．1　接続チューブの高低差による流体駆動と血球整列
A．流体解析による流路の設計
　マイクロ流体デバイスは前述のように小径チューブを取り付け，そのチューブを介して
シリンジなどの流体駆動部と結合する構成である．しかし，この構成ではシリンジやシリ
ンジポンプなどの駆動機器が必要である．これまでに研究されているμTASでは，流路
などを形成するチップは非常に小さいが，対照的にポンプや接続チューブのように周辺装
置は非常に大型であるという課題がある．そこで，図3－52の概念図に示すように，内径
0．5mmのシリコーンチューブ内に試料を充填させ，チューブ端部の位置をチップの高さよ
りも上方にすることによって，小径チューブ内の試料に加わる重力を駆動源として液体の
送液が可能かを調べた．はじめに，CAEによる流体解析を用いて，32節で述べた三又
構造マイクロ流路をもつマイクロ流体デバイスを使用した場合について，液体の流れの状
態を予測した．
　主な解析条件を表3－9に示す．流体解析ソフトは33．1節と同様なソフトを使用した．ま
た，流体の物性値も3．3．1節と同様な値を使用した．三又構造の中央の支流路に血液を充填
し，両側の支流路に生理食塩水を充填させた場合を解析した．図3－53に流体解析に用いた
三又構造流路のモデル図と境界条件を示す．血液用の小径チューブおよびリザーバーをチ
ップから高さ200mmに位置させ，生理食塩水用の小径チュー一ブおよびリザーバーをチッ
プからの高さ400mmに位置させた場合について，チューブ内の液体に加わる重力によっ
てマイクロ流路の入り口に加わる圧力を計算して境界条件とした．また，出口面の圧力は
ゼロすなわち大気開放の境界条件を設定した．要素分割では，合流位置周辺では要素寸法
を5μmとし，流速変化に対応できるように分割した．
　流体解析を行った解析結果について，図3－54に三又流路が合流する位置における流線
とその流速を示し，図3－55に流速ベクトル図を示し，図3－56に合流位置における圧力分
布図を示す．図3－54に示すように三又構造マイクロ流路の合流位置で血液の流れ幅が13
～14μmに絞られ，また図3－55に示すように合流位置での血液の流れ中心における流速は
5～6mm／sとなる解析結果となった．この解析結果から，小径チューブ内の液体に加わる
重力を利用するだけでマイクロ流路内の液体を送液できる可能性が示された．また，チュ
ーブおよびリザーバーの高さを調節することによって，三又構造流路の合流位置で血液の
流れ幅が絞られる可能性が示された．
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チューブ高低差による重力駆動用マイクロ流体デバイスの概念図
表3－9　チューブ高低差による重力駆動用三又流路の流体解析条件
流体解析ソフト ANSYS－CFX　VerlO．0
要素分割ソフト ANSYS　Ver｜0．0
密度：LO6・103　kWm3
流体物性値
粘性係数14．71×10－3Pa・s
要素分割サイズ 5μm（流路軸方向200μm）
6面体要素
要素の種類
壁面近傍：プリズム要素（3層）
血液入口断面：0．05mm×0．045mm
ｳ力：2058Pa（高さ200　mm相当）
流路断面形状と
@境界条件
生理食塩水入口断面：0．05mm×0．045mm
ｳ力：4018Pa　（高さ400　mm相当）
出口断面：0．15mm×0．045mm
@　　　圧力：0
93
Pressure：2058　Pa
（Pressure　equivalent　to
height　200mm）
　　　　　　　Pressure
　　　　　　　〈C◎nt◎ur　P了e～S）
　　　　　　　　　o18　　　誓：：1：
　　　　　　　di
Pressure：4018Pa
（Pressure　equivalent　to
height　400mm）
　　2813
　　241i　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Pressure：0
　　2009　　　　　　　　　＿＿＿→一　　　　　　　　　　　　　（Atmospheric　pressure）
1：：：P，essu，e：、。18．Pa　　＼
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　　402　　height　400mm）
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｛Pa】　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・　Z
　　　　　　　　　　，＿。…。e15（。）ジ
　　　　　　　　　　ー一
図3－53　流体解析に用いた三又構造流路のモデル図と境界条件
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図3－54　合流部分における流線と流速を表示した流体解析結果
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合流部分における流速ベクトルを表示した流体解析結果
一一図3’56　合流位置における圧力分布を表示した流体解析結果（鳥敵図）
B．接続チューブの高低差による流体駆動と血球整列
　3．2節で述べた三又構造マイクロ流路をもっマイクロ流体デバイスを用い，小径チューブ
内の試料に加わる重力を駆動源として液体の送液実験を行った．図3－52に示すように，三
又構造の中央の支流路とそれに繋がる小径チューブに生理食塩水で希釈した自己血を充填
し，両側の支流路とそれに繋がる小径チューブに生理食塩水を充填させた．小径チューブ
およびリザーバをチップよりも上方に位置することによって，小径チューブやリザーバ内
の試料に加わる重力によって，流路内の液体を駆動することができた．さらに，血液を充
填したリザーバや小径チューブの高さよりも生理食塩水を充填したリザーバなどの高さを
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L方にすることによって，図3－57に示す三又流路の合流位置における観察結果のように，
血液の流れ幅を絞ることができた、次に，血液を充填したリザーバをチップからの高さ
200mmに固定して，生理食塩水を充填したリザーバーの高さを変化させた場合の赤lilL球の
流速変化と，絞られた血液の流れ幅の変化を測定した結果を図3－58に示す．生理食塩水の
位置が高くなるほど，すなわち重力による駆動力が増加するほど，流速は早くなり流れ幅
が細くなっていくことがわかった．また，流路幅が0」5mmでは約16mm／secの流速になり，
液体に加わる重力を駆動源としても十分に送液できることが確認できた．
Physiological　saline
Bl・・d■）
Physiological　saline
図3－57　三又構造流路における重力駆動による送液実験結果
　　　　　　　　　　　　Height　ofblood　reservoirs：
　　　　　　　　　　　　　200mm（Constant　height）???????????????????????
（。カ??????〉＝?????
150　　200　　250　　300　　350　　400　　450
Height　ofphysiological　saline（㎜）
?????（??）??????????
図3－58　リザーバ高さに対する流速および血液の流れ幅との関係
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3．6．　2　重力駆動部集積型マイクロ流体デバイスの作製
A．作製方法と実験方法
　前節では三又構造の流路をもっマイクロ流体デバイスなどを作製し，チップに繋げられ
た送液用の小径シリコーンチューブ内の液体に加わる重力を利用して液体を駆動する方法
を検討した．しかし，この場合はシリンジやシリンジポンプなどの駆動機器は必要ないが，
送液用チューブが必要であり，チップに比べて非常に長いという課題がある．これまでに
研究されているμTASでは，流路などを形成するチップは非常に小さいが，対照的にポ
ンプや接続チューブのように周辺装置は非常に大型であるという課題がある，そこで，送
液用チューブを使用せずに，チップ表面に加工された流路入口穴の部分に液溜め用リザー
バを設け，液溜め用リザーバを上方にしてチップを垂直な状態にすることによって，流路
内の液体に加わる重力を利用して流体を駆動させる方法を提案し検討した．
　レーザによる重力駆動用マイクロ流体デバイスの作製プロセスを図3－59に示す．はじめ
にカバーガラスにポリイミドの熱硬化性ラミネートフィルムをラミネート接着し（図3－59
（1）），レーザ加工によって樹脂部分に微細溝と穴を形成する（図3－59（2））．多層化させる
場合は，樹脂フィルムをラミネート接着し，レーザ加工によって溝などを形成することに
より多層化させる．最後に樹脂フィルムをラミネート接着して覆い（図3－59（3）），液溜め
用のリザーバ部品を接着する（図3－59（4））．
　送液実験では図3－60に示すように，マイクロ流路の入口に接着された液溜め用リザーバ
に，血液や生理食塩水を注入した．実験で用いた血液は，抗凝固薬を混ぜ生理食塩水で希
釈した自己血である．流路は生理食塩水が充填されている状態である．液溜め部は大気開
放されている．さらに，図3－60に示すように，液溜め用リザーバを上方にしてチップを垂
直な状態にし，重力駆動による送液実験を行った，送液実験では血液と生理食塩水は出口
穴から外部へ流出させた．また，血液の流れや血球の状態は，光学顕微鏡に取り付けた高
速度ビデオカメラを用いて観察を行った．作製した重力駆動用マイクロ流体デバイスの外
観写真を図3－61に示す．
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　　　　　　　　図3－59　重力駆動用マイクロ流体デバイスの作製プロセス
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図3－61　重力駆動用マイクロ流体　バイスの外観写真
B．小径ビーズとインクを用いた予備実験の結果および考察
　送液用チューブを使用せずに，チップ表面に加工された流路入口穴の部分に液溜め用リ
ザーバを設けた重力駆動用マイクロ流体デバイスを使用し，液溜め用リザーバを上方にし
てチップを垂直な状態にすることによって，流路内の液体に加わる重力を利用して流体を
駆動させることが可能かを調べた．実験では，インクジェットプリンタ用のインクを純水
で希釈した液体を使用した．また，赤血球の大きさに近い外径10μmの小径ラテックスビ
ーズを使用した．流路構造および流路断面形状は3．2節で述べた三又構造マイクロ流路で
ある．加工条件は3．2．1節で述べた三又構造マイクロ流路をもつマイクロ流体デバイスを作
製する条件と同様である．三又構造マイクロ流路の中央支流路の入口に接着された液溜め
用リザーバに，インクのみを注入した場合または小径ビーズを拡散させたインクを注入し
た場合についてそれぞれ実験した．また，両サイドの支流路の入口に接着された液溜め用
リザーバに純水を注入した．流路ははじめに純水が充填されている状態である．
　重力駆動によるインク送液実験結果を図3－62に示す．三又構造の支流路が合流した位置
で中央のインクの流れ幅が絞られていることが確認できた．下流部へ流れるほど液体が拡
散していくことがわかった．次に，小径ビーズを使用した重力駆動による送液実験結果を
図3－63に示す．インクのみを用いた実験と同様に，三又構造の支流路が合流した位置で小
径ビーズの流れ幅が絞られることが確認できた．一方，下流部における小径ビーズの拡散
は小さいことがわかった．これは純水と小径ビーズの比重が異なるため，重力による小径
ビ・一一・一ズの自由落下や沈殿作用が影響していると考えられる．しかし，送液を続けていると
小径ビーズがマイクロ流路内に付着・凝集する箇所が発生した．これは小径粒子の凝集効
果や小径ラテックスビー一一一・ズとデバイスのフィルムとが樹脂材料であることが影響している
ヂ1．tg
?
　．x
“tpt　b
ビ：
、　ち
x4
???????????、
’・咋
や　　　4　　　　　　’‘
ぜ、・励
? 　　（
@亀・ｼぺ↓’　〆‘
The　now　width　of　inkwas fbcused　at
、? the　j　unction　ofthree－pronged　channe1．?
?
● ・　　●
，　　　　　　　　　　　、?
、◆　　　㌣
¶　　　　“’　　s
　　　イ
K　　，　　：’ Ink　di航1sed　a允w．
匂
’● イ「　　　　　　‘
、????
’　．　　　o
@　’　 〆1’　　●ノ㍍酬
図3－62　重力駆動によるインク送液実験結果
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（a）小径ビーズ量：少　　　　　　　　　　　（b）小径ビーズ量：多
　　　　　図3－63　重力駆動による小径ビーズの送液実験
と考えられる．また，小径ビーズの流速は約0．4mm／secであった．流速が速くなれば，合
流位置近傍におけるインクの拡散や流路内のビーズの付着の発生も少し抑制できると考え
られる．
3．6．3　三又構造マイクロ流路における血球整列と流路形状の最適化
A．重力駆動による血球整列と流路幅寸法との関係
　ここでは，三又流路の流路幅が合流部の流れの状態に及ぼす影響について調べた．図3－64
に示すように，流路の幅を50～150μmに変化させた4種類の流路形状のマイクロ流体デ
バイスを作製した．図3－65に示すように，血液用の支流路の長さはIOmmで，生理食塩水
用の支流路の長さは40mmで，合流した主流路の長さは10mmである．加工条件は3．2．1
節で述べた三又構造マイクロ流路をもつマイクロ流体デバイスを作製する条件と同様であ
る．
　実験では，抗凝固薬を混ぜ，生理食塩水で希釈した自己血を用いた．三又構造の中央支
流路とその入口に接着された液溜め用リザー一一・バに，生理食塩水で10倍に希釈した血液を充
填した．両サイドの支流路とその入口に接着された液溜め用リザーバに生理食塩水を充填
した．液溜め部は大気開放されている．次に，液溜め用リザーバを上方にしてチップを垂
直な状態にした．液体に加わる重力によって，血液と生理食塩水がマイクロ流路内を流れ，
出口穴から外部へ流出することが確認できた．図3－64に示す三又構造流路の合流位置を観
察した実験結果を図3－66に示す．タイプ1のマイクロ流路では，生理食塩水の流れによっ
て血液の流れ幅が約20μmに絞られた．タイプ2のマイクロ流路では，生理食塩水の流れ
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図3－64　流路の幅を変化させた4種類の三又構造マイクロ流路
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重力駆動用マイクロ流体デバイスを用いた送液実験の概略図
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図3－66　重力駆動による三又構造マイクロ流路の合流位置における血球の流れ．
　　　　図3－64に示す4種類の流路形状のタイプ1～4に対応した実験
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によって血液の流れ幅が数μmに絞られた．しかし，生理食塩水の圧力が非常に強く血液
の圧力との差が大きいため，生理食塩水の圧力変動の影響を1‘L液の流れが受けやすく，血
液の流れが不安定であった．タイプ3のマイクロ流路では，生理食塩水の流れによってlin
液の流れ幅が10μm以下に絞られた．タイプ4のマイクロ流路では，生理食塩水の圧力が
非常に強く，さらに合流する主流路の流路断面形状が支流路に対して小さいため，両サイ
ドの支流路から生理食塩水が中央の支流路に流れ込み血液がヒ方に逆流した．このように，
生理食塩水の圧力と血液の圧力との差が血液の流れに影響していると考えられる．そこで，
以下の実験ではタイプ3の形状を使用して検討を行った．
B．重力駆動による血球整列と流路高さとの関係
　生理食塩水の圧力と血液の圧力との差が，2又構造流路の合流部における血液の流れに
影響していると考えられるため，前節で述べた流路輻の影響とともに，流路の高さの関係
も調べた．図3－67に示すように生理食塩水用の支流路の長さを10～40mmに変化させた4
種類のマイクロ流体デバイスを作製した．そして，血液溜めのリザーバ（以下は血液用リ
ザーバと記述する）と生理食塩水溜めのリザーバ（以下は生食用リザーバと記述する）の
高さの差を変化させた場合の流体の状態を調べた．主流路や支流路の流路幅は，図3－64に
示すタイプ3と同じ寸法である．実験方法は3．6．3．A節と1司様である．
　リザーバを上方にしてチップを垂直な状態にした．液体に加わる重力によって，マイク
ロ流路内の血液と生理食塩水を流した．三又構造流路の合流位置を観察した実験結果を図
3－68に示す．血液用リザーバと生食用リザーバの高さが同じ場合は，合流位置における血
液と生理食塩水の流れ幅は，それぞれ平均16μm程度であった．生理食塩水用の液溜め部
の位置が高くなると，合流位置における生理食塩水の圧力が上昇し，これによって血液の
流れ幅は減少した，合流位置における血液の流れ幅と生食用リザーバの位置との関係を調
べた結果を図3－69に示す．生食用リザーバの高さが40mmの場合，血液の流れ幅は平均7
μmとなった．また，高速度ビデオカメラを使用して血球の移動距離と移動時間を測定し，
血球の流速を計算した．合流部における赤血球の最大流速と生食用リザーバの高さとの関
係を調べた結果を図3－70に示す．生食用リザーバの位置が高くなっていくと，合流部にお
ける流速が増加した．しかし，生食用リザーバの高さが30mm以上では，血球の最大流速
は約3mrn／sで流速の変化量は少ない．したがって，血液用リザーバと生食用リザーバの高
さの差が40mm以上になると，血液が流路上方へ逆流してしまうことが考えられる．
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図3－67液溜め用リザーバの高さを変化させた4種類のマイクロ流体デバイスの概略図
Blood　cell
図3－68
（a）　　　　　　　　　　　　　　（b）　　　　　　　　　　　　　　　　（c）　　　　　　　　　　　　　　　（d）
重力駆動による三又構造マイクロ流路の合流位置における血球の流れ
　　（a）生理食塩水の液溜め用リザーバの高さが10mm．
　　（b）生理食塩水の液溜め用リザーバの高さが20mm
　　（c）生理食塩水の液溜め用リザーバの高さが30mm，
　　（d）生理食塩水の液溜め用リザーバの高さが40mm．
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図3－69　重力駆動による血液の流れ幅と生理食塩水の液溜め用リザーバの高さとの関係
　　　　奪
　　　　E　3．5
　　　　已
　　　　H3．0
　　　　8
　　　　る2・5
　　　　．s2
　　　　D2．0　　　　ち
　　　　　　1．5　　　　怠
　　　　81．0
　　　　る
　　　　＞　　0．5　　　　∈
　　　　∈0．0
　　　　’9　　　　§　O　lO　20　30　40　50
　　　　　　　　　　He　ight　of　phys　iologic　al　salme　reservoir（㎜）
図3－70　重力駆動による血球の最大流速と生理食塩水の液溜め用リザーバ高さとの関係
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3，　6．4　小径パイプ流路と重力駆動
A．作製方法と実験方法
　マイクロ流路内の液体に加わる重力を利用して液体を駆動し，さらに血液と生理食塩水
の合流部において血液の流れの全周を生理食塩水のシースフローで覆うことを目的として，
図3－71に示すような小径パイプを挿入した立体流路をもつ重力駆動用マイクロ流体デバ
イスを作製した．加工条件は3．3．2節で述べた小径パイプを挿入したマイクロ流体デバイス
を作製する条件と同様である．主流路の寸法を200μm×180μmとし，小径パイプが取り
Reservolr（Blood）
Thermos．ettlng　resin　film
Outlet　hole
Glass
ubstrate
叩???
図3－71小径パイプを挿入した重力駆動用マイクロ流体デバイスの概略図（展開図）
　　　　　　　　Channel　for　physiological　saline
Capillary　pipe
（Channel　fbr　blood）
Main　channe1
（b）SEMによる写真（鳥撤図）
　Thermoseロing　resin　film
（a）光学顕微鏡による写真（L面図）
　　図3－72小径パイプを挿入した重力駆動用マイクロ流路
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付けられる支流路の・「法を100μm×100　tt　mとし，生理食塩水用の支流路の・t一法を200
μm×180μmとした．また，・1・径ハイフには外径tOO　，tl　rn，内径30μm，長さ5mmの銅
製バイプを用いた．ltlL液用の支流路の長さと，生理食塩水用の支流路の長さは共に20mm
で，合流した主流路の長さは10mmである，図3－72は6層日のフfルムをラミネート接着
する前の5層目までを作製した小径パイブ流路の観察’｝∫真である．日標を満足する良好な
加工形状と加Il面粗さの流路が得られた．
B．血液を用いた重力駆動実験の結果および考察
　実験では，抗凝固薬を混ぜ，生理食塩水で希釈した自己lflLを用いた．小径バイプの支流
路とその入口に接着された液溜め用リザーバに，生理食塩水で20倍に希釈したlflL液を充填
した．生理食塩水用の支流路とその入口に接着された液溜め用リザー・一一バに生理食塩水を充
填した．液溜め部は大気開放されている．次に，液溜め用リザL－一一一バを1：方にしてチップを
垂直な状態にした．小径パイプ内の流れがセ流路へ合流する位置を観察した実験結果を図
3－73に示す．液体に加わる重力によって，生理食塩水がマイクロ流路内を流れ，さらにIfll．
液が小径パイプ内を通過して流れることが確認できた．さらに，図3－73に示すように【ilL液
と生理食塩水の合流位置において，IflL球の流れが生理食塩水によって全周から絞られ，［flL
球が一一’列に並ぶ状態が確認できた．
Physiological　saline
Gravity
←
←
B ood Physiological　saline
Capillary　pipe
　　　　　　　　　Blood　cell
図3－73　重力駆動による小径パイプ流路の合流位置における血球の流れ
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3、　6．5　複合流路における重力駆動と血球変形能観察
A．三又構造流路と擬似毛細血管流路との複合流路の作製
　マイクロ流路内の液体に加わる重力を利用して血液を送液させ，図3－74に示す模式図の
ように擬似毛細血管流路を流れる赤血球の変形状態を観察することを試みた．また，毛細
管流路は血球が変形しながら流れるような流路の直径であるため閉塞してしまう可能性も
あるため，血球が擬似毛細血管流路に多方向から流入することを防止することを日的とし
て，前述の三又構造流路と擬i似毛細血管流路を複合したマイクロ流路を提案し，重力駆動
による赤血球変形能観察の実験を行った．はじめに，フッ素樹脂フィルムへ微小穴の加Il
を行い，この微小穴を擬似毛細血管のマイクロ流路に応用し，さらに，図3－75に示すよう
な三又構造マイクロ流路と擬似毛細血管流路を複合した重力駆動マイクP流路を作製した．
擬似毛細管流路を形成する層には擬水性や耐薬品性に優れたフッ素樹脂を用い，矩形断面
流路を形成する層にはレーザ加工性が良い熱硬化性ラミネートフィルムを用いた．図3－76
に赤血球変形能用マイクロ流体デバイスの概略図を示す．はじめにカバーガラスにポリイ
ミドの熱硬化性ラミネートフィルムをラミネート接着し，レーザ加工により樹脂部分に矩
形断面流路となる微細溝を形成する．次に，あらかじめレーザにより擬似毛細血管流路な
どの微細加工を行ったフッ素樹脂フィルムをラミネート接着する．次に，レーザ加rによ
り矩形断面の三又流路や穴などを加工した熱硬化性ラミネートフィルムをラミネート接着
する．さらに，出口や入口の穴を加工した熱硬化性ラミネートフィルムをラミネート接着
により積層化させ，立体流路を形成する，最後に，液溜め用のリザーバ部品を接着する．
フッ素樹脂は2．4節で述べたダイキン工業（株）製ネオフロンEFEPを使用した．また，周
辺流路は2．3節で述べた熱硬化性ラミネートフィルムを使用した．フッ素樹脂フィルムへ
のレーザ加工条件をft　3－10に示し，熱硬化性ラミネートフィルムへのレーザ加工条件を表
3－11に示す．
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図3－74
’lhermosetting　resin　tilm
Gravity
Fluororesinfilm
?
?
?
、
←
Ar ficial　capillary　vessel
　　Main　channel
　　（Outlet　side）
◎・b・e・v・・i・n
Main　channel　　　　　　　　　　　　Glass
　　　　　　　　　　　　　　Blood　cell（lnlet　side）
重力1駆動によって擬似毛細血管流路を変形しながら通過する赤iilL球の模式図
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図3－75　重力駆動を利用した赤血球変形能観察用複合立体流路の概略図
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図3－76　重力駆動を利用した赤血球変形能観察用マイクロ流体デバイスの概略図（展開図）
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表3－10　フッ素樹脂フィルムの加一ll条件
加工装置
Exitech社製エキシマレーザ加1機PS2000
kAMBDA　PHYSIK社製発振機LPX200i
レーザ波長 193nm
縮小光学系倍率 30倍レンズ系
発振エネルギ 150mJ
フルエンス 7．5J／cm2
レーザ照射回数 825pulse
発振周波数 100Hz
ビーム形状 φ17μm
表3－ll熱硬化性ラミネートフィルムの加工条件
加工装置 Exitech社製エキシマレーザ加工機PS2000
kAMBDA　PHYSIK社製発振機LPX200i
レーザ波長 248nm
縮小光学系倍率 10倍レンズ系
発振エネルギ 150mJ
フルエンス 0．75J／cm2
発振周波数 100Hz
ビーム形状 108μm×108μm
　はじめに，微小径の穴を通過する時の赤血球変形能が観察できる擬似毛細血管流路の作
製を行った．赤血球の直径が8μmであるため，それ以下の開口径を有する微小穴を加工
した．図3・・77はフッ素樹脂EFEPフィルムに，フルエンス7．5」／cm2，照射回数825パルス，
ビーム直径17μmの条件で加工した貫通穴のSEM観察写真であり，（a）はレーザ照射側，
（b）はレーザ出射側から観察した結果である．レーザ出射側の開口径が5μm以下の穴が加
工できた．レーザ照射側の穴近傍に少し堆積物が観察されるが赤血球への影響はないと考
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えられ，良好な微小穴が加Ilできた、また，フィルム端部の近傍に穴を加Lした後に，フ
ィルム側面を研磨加工し，穴の側方から光学顕微鏡で観察した写真を図3－78に示す，貫通
穴はテーパ形状である．
　次に，入口の直径が20μmで，出口の直径が5μmに加1：した微小穴を・列に20個並
べ，これらの微小穴を長さ100μmの擬似毛細dn管流路として利用し，図3－75および図3－76
に示すような液体に加わる重力を利用して血液を送液させ赤血球変形能を観察することを
目的とした複合立体流路を作製した．この立体流路では，生理食塩水の流れによってlilL液
の流れ幅を絞り血球を整列させるための一三又構造マイクロ流路を設けている．そして，整
列して流れる血液の一’部が擬似毛細血管流路を通過するように，合流部のド流に擬似毛細
血管流路を配置している．擬似毛細血管流路を通過したlflL液と流人しなかった血液が外部
へ排出されるように，三又構造流路のド流部と擬i似毛細ψL管流路のド流部に合計2つの出
口穴を設けている．また，擬似毛細血管流路の出口付近で血球が停滞し付着することを抑
制できる補助流路を提案した．血球が擬似毛細［血管流路から流出する側のE流部に補助流
路を設けた．この補助流路に生理食塩水を流し，擬i似毛細血管流路から流出した血液とと
もに出口穴から外部へ流出させる．これによって擬似毛細血管流路の出口周辺においてド
流に向かう流れを増加させる．図3－79（a）は血液が流入する側の矩形断面流路と擬似毛細血
管流路のSEM観察写真であり，図3－79（b）は血液が流出する側の短形断面流路と擬似毛細
血管流路のSEM観察写真である．目標を満足する良好な加工形状と加Il面粗さが得られ
た．また，フッ素樹脂フィルムと熱硬化性ラミネートフィルムとの接着部における剥離も
ない．
　　　（a）レーザ照射側　　　　　　　　　　　（b）レーザ出射側
図3－77　レーザで加工した微小穴（擬似毛細血管流路）のSEM観察写真
ll1
Artificial　capillary　vesse1
図3－78レーザでフィルム端部の近傍に穴を加工した後に，フィルム
　　　　側面を研磨加工し，穴の側方から光学顕微鏡で観察した写真
　　　　　　　　　　　　　　Artificial　capillary　vessel　where　blood　flows　in
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　de　ofahole）
Main　chan
Fluoro　resin　film
（a）流入側
Artificial　capillary　vessel　where　blood　flows　out
Main　chan
le）
Fluoro　resin　film
　　　　　　　　　　　（b）流出側
図3－79　作製した擬似毛細血管流路と主流路のSEM観察写真
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B．複合流路の重力駆動実験の結果および考察
　三又構造流路と擬似毛細血管流路を複合したマイクロ流路から構成され重力駆動を利用
した赤血球変形能観察用マイクロ流体デバイスを用いて血液送液実験を行った．実験では，
抗凝固薬を混ぜ，生理食塩水で希釈した自己血を用いた．三又構造流路の中央支流路とそ
の入口に接着された液溜め用リザーバに，生理食塩水で50倍に希釈した血液を充填した．
両サイドの支流路とその入口に接着されたリザーバに生理食塩水を充填した．さらに，補
助流路とその入口に接着されたリザーバに生理食塩水を充填した．リザーバは大気開放さ
れている．送液実験では，リザーバを上方にしてチップを垂直な状態にした．血液と生理
食塩水は2つの出口穴から外部へ流出させた．また，光学顕微鏡に取り付けた高速度ビデ
オカメラによって流路内の血球の流れを観察した、
　図3－80（a）は三又構造流路の合流位置を観察した写真で，図3－80（b）は血球が擬似毛細血
管流路へ流入する主流路の光学顕微鏡観察写真である．三又構造流路の合流位置で血液の
流れ幅が絞られ，その後，整列した血液の一部が擬似毛細血管流路の中に流れ込むことが
確認できた．図3－8iは赤血球が擬似毛細血管流路から流れ出る時の連続観察写真である．
直径8μmの赤血球が重力の力によって出口直径5μmの擬似毛細血管を詰まることなく
通過することが確認できた．さらに，擬似毛細血管流路の出口付近における血球の付着は
発生しなかったため，血球はスムーズに（詰まることなく）流れた．また，図3－82は同一一
の擬似毛細血管流路から流れ出るいくつかの赤血球を光学顕微鏡によって観察した写真で
ある．赤血球が擬i似毛細血管流路に対して同一方向から流入し，同．・方向へ流出している
ことが確認できた．これは血液が擬似毛細血管流路に流入する前に，血球が同一方向に整
列して流れているためであると考えられる，三又構造流路と擬似毛細血管流路の複合流路
にすることによって，赤血球が擬似毛細血管流路を通過する時に発生する血球の衝突や干
渉を軽減することができた．
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　図3－80　重力駆動による血球整列と擬似毛細血管流路への赤血球の流入
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図3－81　重力駆動によって擬似毛細血管流路から流出する赤血球の連続観察写真
Anificial　capillary　vessel
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　　　　　　（a）　　　　　　　　　　　　　　　　　（b）　　　　　　　　　　　　　　　　　（c）
図3－82　赤血球が同一の擬似毛細血管流路から流出する3パターンの観察写真
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3．7結言
　本研究では血液検査のためのμTASの作製を目標としている．そこで，　UVレーザ加
工と樹脂ラミネート法を用いて，血液検査用μTASの構成要素となる数種類のマイクロ
流体デバイスを作製し，それぞれに自己血を流し血球の観察を行った．具体的には，三又
構造マイクロ流路や小径パイプを挿入したマイクロ流路を用いた血球整列に関する検討を
行い，また，フッ素樹脂を用いた血球変形能観察用マイクロ流路における血球変形能に関
する検討を行った．最後に，重力を利用した流体駆動による血球整列と血球変形能観察に
関する検討を行った．それらの結果は以Fのとおりである．
①三又構造マイクロ流路を用いた血球整列
　・インクを用いて流路深さが45μmである三又構造の流路におけるマイクロ流体の基本
　　的な特性を調べた．流れは層流となり，三又構造流路の合流位置で混ざり合わないこ
　　とが確認できた．3本の支流路のそれぞれの水圧（流量）を変化させることにより，一三
　　又流路におけるそれぞれの流れ幅を変化させることができた．
　・血液送液実験を行った結果，サイド支流路の生理食塩水の圧力を高くすることによっ
　　て三又構造マイクロ流路の合流位置で血液の流れ幅が絞られ，合流位置から数mm離
　　れた下流位置では赤血球が一列に並んだ状態で流れることが確認できた．ただし，流
　　路底面を転がるように流れる血球も観察された．
　・流路の深さが16μmである薄型三又構造マイクロ流路では，合流位置で血球凝集塊が
　　発生した．
②小径パイプを挿入したマイクロ流路を用いた血球整列
　・CAEを用いて流路内の流れの予測を行い，小径パイプ挿入流路の流路設計を行った．
　・エキシマレーザ加工，微細放電加工および樹脂ラミネート法によって，小径パイプ流
　　路を持つマイクロ流体デバイスを作製した．
　・血液送液実験を行った結果，血液と生理食塩水の合流部分において，血球の流れが生
　　理食塩水によって全周から絞られ，血球が流路に対して一直線上に流れていることが
　　確認できた．
③2段階合流流路を用いた血球整列
　・生理食塩水の流れによって血液の流れの左右方向とE下方向から血液の流れ幅を絞
　　る立体流路すなわち2段階で合流する流路を提案し，CAEを用いて流路形状と送
　　液条件を設計した．
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　・6層の樹脂フィルムからなる2段階合流流路をもつマイクロ流体デバイスを作製し，
　　血液送液実験を行った．その結果，1段階目と2段階目の合流位置で血液の左右方向
　　と上下方向の流れ幅がそれぞれ絞られ，赤血球が整列した状態で流れることが確認で
　　きた．
④フッ素樹脂を用いた血球変形能観察用マイクロ流体デバイス
　・厚さ100μmのフッ素樹脂EFEPのフィルムに入日の直径が20μmで，出口の直径が
　　5μmの微小穴をレーザで加工した．赤血球の直径の1／10に近い値まで加工表面をな
　　めらかにすることができ，目標とした擬似毛細血管の流路が得られた．
　・赤血球変形能を観察することを目的とした擬似毛細Ifl1管流路をもつマイクロ流体デバ
　　イスを作製し，血液送液実験を行った，その結果，直径約8μmの赤血球が出口直径
　　5μmの擬似毛細血管流路を詰まることなく通過することが確認できた．
⑤重力を利用した流体駆動方法
　・三又構造マイクロ流路をもつマイクロ流体デバイスを使用し，小径チューブおよびリ
　　ザーバをチップよりも上方に位置することによって，小径チューブやリザーバ内の液
　　体に加わる重力によって，流路内の液体を駆動できることが，CAEおよび血液送液
　　実験によって確認できた．三又構造流路の合流位置で血液の流れ幅が13～14μmに絞
　　られ，血液の流れ中心における流速は5～6mm／sが得られた．
　・デバイスにリザーバを接着して，流路内の液体に加わる重力を利用した流体駆動方法
　　を使用し，血液の流れ幅を絞り血球を整列させることを目的として，三又流路をもつ
　　マイクロ流体デバイスにおける流路形状の最適化を検討した．その結果，3本の支流
　　路および主流路の断面形状がいずれも同…で幅50μm，深さ45μmの流路形状が良好
　　であった．リザーバの高さを検討し，血液の流れ幅を平均7μmに絞ることができ，
　　血球の最大流速は約3mm／sが得られた．
　・重力駆動と血球整列を目的として，小径パイプを挿入した立体流路をもつ重力駆動用
　　マイクロ流体デバイスを作製した．チップを垂直な状態にすることによって，流路内
　　の液体に加わる重力を利用して血液が小径パイプ内を通過して流れることが確認でき，
　　さらに血液と生理食塩水の合流位置において血球の流れが生理食塩水によって全周か
　　ら絞られ，血球が一列に並ぶ状態が確認できた．
　・三又構造流路と擬似毛細血管流路を複合したマイクロ流路から構成され，重力駆動を
　　利用した赤血球変形能観察用マイクロ流体デバイスを作製した．チップを垂直な状態
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　　にすることによって，直径約8μmの赤血球が重力の力によって出口直径5μmの擬
　　似毛細血管流路を詰まることなく通過することが確認できた．さらに赤血球が擬似毛
　　細血管流路に対して同一方向から流入し，同一方向へ流出にすることによって，赤血
　　球が擬似毛細血管流路を通過する時に発生する血球の衝突やF渉を軽減することがで
　　きた．
以上の結果から，これらのマイクロ流路は血液検査用μTASに適用可能であることが見
出せた．血球を整i列させて流すことができるマイクロ流路は，マイクmセルカウンターへ
の応用が期待できる．また，変形能を観察できる擬似毛細血管流路は，血液検査の1っで
ある血球変形能測定への応用が期待できる．そして，ポンプや電気泳動力などを使用せず
に，マイクロ流路内の液体を送液する方法として，重力を利用した駆動方法を考案した．
この方法は，非常に微量な液体試料で送液することができ，さらにポンプユニットをマイ
クロ流体デバイス内に集積化することができ，血液検査用μTASの小型化に寄与する技
術であると期待できる．
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第4章　血球計数デバイスの開発
4．　1緒言
　細胞，バクテリア，微粒子の同定やカウントなどの定量測定を行うフローサイトメータ
ーと呼ばれる機器がある．フローサイトメーターは，細胞に蛍光染色を施し，カウントや
細胞の性状に関する測定など様々な分析や細胞分取が可能である．しかし，図4－｜に示す
ようにフn一サイトメーターには様々な構成部品があり，従来のフローサイトメーターは
大型で高価な機器であるため，自宅やケアハウスなどで気軽に検査ができない．そこで，
POCTの実現にはμTASを応用して細胞や血球などのカウントを行うセルカウンターの
開発が望まれている．
　μTASにおける計測や分析では，微量な流体であるため定量性と検出感度が｛一分な検
出システムの開発が必要であり，同時に小型化が求められる．現在，μTASにおける計
測や分析の手段として，画像観察，蛍光による光散乱法，光透過法，熱レンズ分光法など
が研究されているが，いずれも流路外部やデバイス外部からの検出であるト8）．それに対し
て流路内での計測では電気泳動法や電気抵抗法などが研究されている8’10）．したがって，
分析チップは非常に小さいが対照的に周辺装置は非常に大型であるという課題がある．ま
た，現在いくつかの研究グループがフn・一サイトメーターやセルカウンターを目的とした
μTASを研究開発しているIL16）．このように，細胞や血球を並べて測定を行うμTAS
の研究開発がいくつか行われている．しかし，これらのデバイスでは1つ1っの細胞や血
球について精度良く検出や分析を行う方法は十分に確立されていない．そこで本研究では，
図4－2に示すように血球を一列に並べて流すための小径パイプを挿入した流路のF流部に
血球計数（カウント）を行うための検出用ファイバを配置し，ファイバを用いて計測用レ
ーザを照射および受光することによって流路内を流れる血球を検出して血球計数を行うこ
とを目的とした検出システムを考案した．
　既に3章で述べたように，エキシマレーザ加工と樹脂ラミネート法を用いて三又構造の
流路や小径パイプを挿入した立体流路を作製し，赤血球を一列に並べて流すマイクロ流体
デバイスを開発した．そして，血液検査としての血球計数にこのデバイスを応用するため
には，整列した血球の数をカウントする必要がある．血球を等間隔で流すことができれば
カウントが容易になると考えられる．しかし，高速・簡易検査（POCTなど）をめざすため，
全血または希釈血液を用いる．これは高粘性のマイクロ流体であるため，僅かな状態の変
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化の影響を受けることにより流れが安定しないことや流路が非常に複雑になることも予想
される．すなわち，等間隔な血球の流れの実現は容易ではないと推測されるので，流路内
を任意間隔で流れる血球を計測する技術が必要になる．
　本章では，ファイバとレーザ光を用いてマイクロ流路内を流れる血球を検出するシステ
ムについて基礎実験を行った．はじめに，実験準備として計測用レーザが照射および入射
される小径ファイバの端面でレーザが拡散や散乱することを防1ヒするために，小径ファイ
バの端面の研磨加工を検討した．次に，エキシマレーザ加工と樹脂ラミネート法を用いて，
第3章と同様な血球整列のための小径パイプを挿入したマイクロ流体デバイスに，検出の
ための小径ファイバを挿入することを検討した．また，受光したレーザ光を計測する電子
回路を作製した．予備実験としてストレート流路に検出用の小径ファイバを挿入したマイ
クロ流体デバイスを用いて，小径ラテックスビーズの検出と血球の検出を行った．その結
果をもとにレーザ受光用電子回路の改良を試み，血球検出の検証実験を行った．次に，検
出のための小径ファイバと血球整列のための小径パイプを挿入したマイクロ流体デバイス
を用いて，マイクロ流路内を整列して流れる赤血球の検出を検討した．最後に，血球検出
の精度向上を目的として，2組の検出用小径ファイバを挿入したマイクロ流体デバイスと
2種類の波長のレーザを使用して，血球計数の可能性について検討した．同時に，赤血球
の流速測定についての検討も行った．
　　　　　　　　Solution
　　　　　　　　→Laser　osc川ator
od
Lens
?
Photoelectron　redoubiing　pipe
Photo＿diode
図4－1　フローサイトメーターの原理と構成
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Electronic　circuit　fbr　receiving　laser
　　　　　　　＼
　　　　　　　　　Optical　fiber
Focusing　Part
　　　　　＼一一一 　　　Oscilloscope
Photodiode
・→
　　　　　　　　　Detection　part
図4－2　小径ファイバとレーザ光による検出システムとマイクロ流体デバイスの構想図
4．　2　小径ファイバ端面の研磨加工技術
　検出システムに用いる小径ファイバの仕様を表4－1に示す．はじめに，ファイバ端面で
のレーザ光の散乱と拡散を防止するため，小径ファイバの端面を研磨加1：した．加1二実験
に用いた研磨加工装置の主な仕様を表4－2に示し，装置の外観写真を図4－3と図4－4に示す．
研磨加工用ホルダ治具へのファイバの固定は，ファイバの脱着手段や研磨荷敢を加えるr一
段を容易にすることを目的として，図4－5に示すように，組織観察などの用途に使用する
試料埋め込み樹脂の外周面にファイバを粘着テープで固定した．研磨紙と遊離砥粒を用い，
砥粒の種類，粒径，研磨時間について加1条件の検討を行った．主な加Il条件を表4－3に
示す．加工実験の結果，大きな研磨痕が発生しないように＃2000研磨紙を用いて面出しを
行い，その後，粒径0．03μmのコロイダルシリカを使用して30分間の仕一ヒげ加．1二を行っ
た場合に加工面の状態が良好であった．図4－6にファイバ端面を光学顕微鏡で観察した結
果を示す．また，zygo社製の非接触表面形状測定機NewView6300によって加［［1面を測定
した結果を図4－7と図4－8に示す．図4－7はファイバ端面の全面を測定した結果であり，図
4－8はファイバ端面におけるコア部分のみを測定した結果である．ファイバ外周部分には
加工によるダレがあるが，レーザを投光および受光する直径50μmのコア部分への影響は
ないと考えられる．コア部分では，表面粗さ約0．04μmRa，約1．0μmPV，うねり0．05μ
mPVの加工面が得られ，鏡面となるような表面粗さ0．1μmRa以下，うねり0．15μmPV以
下の目標を満足する良好な加工面が得られた．ただし，コア部分にも非常に小さな凹部が
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観察でき，カケまたは砥粒の食い込みが原因であると考えられる、しかし，非常に小さな
凹部であるため，血球検出に影響はないと考えられる，
　　　　　　　　　　　表4－1検出用小径ファイバの主な仕様
材質 　　　石英ガラス
i被覆部材質：ポリイミド）
フアイバ種類 ステップインデックス・マルチモード型
許容受光角 25．4°
屈折率 コア：1．458，クラッド：L441
外径 140μm
コア径 50μm
クラッド径 125μm
被覆厚さ 約7μm
表4－2研磨加工装置の主な仕様
加工装置 　　　ムサシノ電子（株）製
ｸ密試料研磨装置MA－200
回転数 0～170rpm可変
回転板 外径　φ200mm
試料保持機構 パンタグラフ式
図4－3　研磨加工装置
Rot蜘00
mpplied
Holder仙
　　　　〆＿＿＿．＿．一＿一．pt．－P
図4－4　研磨加工の概要図
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Cold　Mountmg　Resin Holder　fbr　polishing　Process
Atlber　is　stuck　On
the　side　ofcold　mc）しmting
resin　by　adhesive　tape．
図4－5　研磨加Il用ホルダ治具とファ（バの固定方法
表4－3　小径ファイバの｝：なノ川IL条件
試料固定治具 ’般的な試料埋め込み川樹脂の外周に
@　ファイバをテープで固定
研磨用ウェイト 250g
砥粒の種類 ＃1500研磨紙　　　　　　30分間
?
＃2000研F磨紅〔　　　　　　　　　　：30　フ）’1川
研磨時間 アルミナ粒径0．5μm　：10分問
シリカ粒径0．03μm　　20分間
図4－6　ファイバ端面の研磨加工面を観察した写真（代表的な3例）
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　　　　図4－7　小径ファイバ端面の全面について表面形状を測定した結果例
r
［三＿：：：：］　　　　　　　　Ra　　　　　　　　O　O45　　　　　　　　　　　［一：：：：］　　　　　　　　Ra　　　　　　　　O　O32　　　　m
　　　　　図4－8　小径ファイバ端面のコア部分の表面形状を測定した結果例
4．3　小径ファイバを挿入したマイクロ流体デバイスの作製
　3．3節で小径パイプを挿入した立体流路を作製し，血球を一直線上に並べて流すマイクロ
流体デバイスを検討した．次に，この流路の下流部に血球計数（カウント）を行うための
検出用光ファイバを2本対向するように配置し，このファイバに計測用レーザを照射およ
び受光させることを目的として，小径ファイバを挿入したマイクロ流体デバイスの作製を
試みた．図4－9の概略図に示すようなマイクロ流体デバイスを作製した．
　流路やファイバ固定用の微細溝などを形成する樹脂フィルム部分には，ポリイミドの熱
硬化性ラミネートフィルムを用いた．小径パイプには外径100μm，内径30μm，長さ5mm
の銅製パイプを用いた．基板には24mm×60mm×0．23mmのカバーガラスを用いた，また，
計測のための小径ファイバには，表4－1に示した石英バルクファイバを用いた．マイクロ
流体デバイスの作製プロセスは，はじめにカバーガラスに熱硬化性樹脂フィルムをラミネ
ート接着し，エキシマレーザ加工により樹脂部分に微細溝や微小穴を形成する．多層化さ
せる場合は，さらに樹脂フィルムをラミネート接着によって積層し，同様の加工を繰り返
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し，立体流路を形成する．多層化する段階で，小径ファイバや小径パイプを挿人する、最
後に送液用のチューブを接着する．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　Blood　　　 Physiological　saiine　　　 　　　　　　　　　　　　　　 　Capillary　pipe（Diameter：0」mm）
　　　　　　　　　　　　　　　　！　　　　。u，le，hole
　　　　　　　　I”le‘　h°le　O　　　　Th，，m。、etti。g，e、、．　filln
　　　　　　　　　　Lamination
　　　　　　　　　　　　　　eD～・　＝託14mm）
　　　蕊㍗　Q　馨＼＿＿
　　　　　　　　　肱m輌咳　＿　Glass．sub、、，ate
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（24×60×0．23mm3）　　　　　　Channel　space
　　　　　　（width：0．2mm）
図4－9小径パイプと小径ファイバを挿入したマイクロ流体デバイスの概略図（展開図）
　　　　　　　　　　　　表4－4　ファイバ取付用溝の加工条件
加工装置 Exitech社製エキシマレーザ加工機PS2000
kAMBDA　PHYSIK社製発振機LPX200i
レーザ波長 248nm
縮小光学系倍率 10倍レンズ系
発振エネルギ 150mJ
フルエンス 0．75J／cm2
発振周波数 100Hz
ビーム形状 108μm×108μm
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　エキシマレーザ加工と樹脂ラミネート法を用いて，検出のための小径ファイバとrfn球整
列のための小径パイプを挿入したマイクロ流体デバイスを作製した．エキシマレーザによ
るファイバ固定用微細溝の加Il条件を表4－4に示す．また，図4－IOのファイバ固定用溝の
概略図に示すように，外径140μmの小径ファイバを断面形状が200μm×180　li　mの流路
に対して直交するような溝とし，レーザの投光面と受光面の距離は200μmとした．さら
に，対向した2本のファイバの光軸がずれないように位置決めすることとファイバの固定
が確実に配置できるように，位置決め用ガイドリブと溝底面の中心線｝二に20μIn程1度の溝
形状を設けた．ファイバ取り付け後，ファイバが光軸方向に移動しないようにファイバ側
面のガイドリブがない空間部分（隙間）にシリコン接着を充填し固定した．図4－11は小径バ
イプを挿入し4層目まで加工した流路部分のSEM観察写真である．図4－12は3層目まで
の流路とファイバ固定用微細溝を加Ilし，小径ファイバを挿人する前のSEM観察写真で
あり，図4－13は固定用溝に小径ファイバを挿人した後のSEM観察写真である．固定用溝
の深さが140μm以上となるように1層目のフィルムは数μm加工し，溝底面の中心線［1
に20μm程度の溝形状が加工できていることがわかる．ガイドリブは溝深さ方向に対して
テーパ形状になっているため，小径ファイバを取り付けた時に，ファイバが求心する位置
決め構造となっている，マイクロ流路およびファイバ固定用溝は目標を満足する良好な形
状に加工することができ，デバイスに対する小径ファイバの固定や流路に対するファイバ
の位置決めも確実にできた．
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図4－10　ファイバ取付用溝の概略図
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Channel　fbr　blood）
Main　channel
　　　　図4－11　4層目までの小径パイプを挿入した微細溝のSEM写真
Glass　substrate　　　Groove　for　attaching　a　fiber　　　Thermosetting　resin　film
　　Main　channe1
　　　図4－12
Gtass　substrate
3層目まで加工した小径ファイバ取付用微細溝のSEM写真
　　　Opti・amb・・　Th・rrn・・etti・g・e・i・film
fiber
Main　channel　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Main　channel
　図4－13　小径ファイバを挿入した3層目までの微細溝のSEM写真
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4．4　受光用電子回路の作製とレーザによる予備実験
4．4．1　受光用電子回路の作製と小径ビーズを用いた検出実験
　4．2節で小径ファイバの端面の研磨加工を検討し，目標を満足する良好な加F面が得られ
た．ただし，コア部分の小さな凹凸やうねりがレーザの投光や受光に僅かに影響すること
も予想されるため，予備実験として，マイクロ流路に小径ビーズを送液し，小径ファイバ
とレーザ光を用いてビーズを検出した．
　はじめに，図4－14（a）に示す回路図のようにフォトダイオードで受光したレーザ光を計測
する回路を設計し，図4－　14（b）に示すようなレーザ受光用電臼司路を作製した．次に，小径
ビーズを純水に拡散させマイクロ流路に送液し，小径ファイバとレーザ光を用いてビーズ
の検出を行った．図4－15に実験で使用した装置の概略図を示す，送液にはシリンジポンプ
を用いた．小径ビーズには，赤血球の直径が約8μmであるため，図4－16に示すような’P
均外径（平均粒径）10μmのラテックスビーズを用いた．検出用レーザには波長633nmの
He－Neレーザまたは波長532nmの半導体レーザを用いた．投光側ファイバにレーザを照射
し，流路内で対向する受光側ファイバに受光用電子回路を接続することによって，受光し
たレーザ光を電圧波形として測定した．そして，レーザ受光用電子回路をオシロスコープ
に接続し，計測したDC信号の変化部分を抽出するためにAC信号に変換して波形変化す
なわちレーザ光の変化を測定した．光学顕微鏡に取り付けた高速度ビデオカメラによって，
マイクロ流路内の小径ファイバ挿入位置を流れる小径ビーズを観察した写真を図4－17に
示す．さらに，レーザの光路上に小径ビーズが進入し，小径ビーズがレーザ光を遮光しな
がら通過した時の受光結果を図4－18に示す．実験の結果，小径ビーズの通過による電圧波
形の変化を確認することができた．このことから，研磨加工したファイバ端面の表面粗さ
が小径ビーズを検出する上で問題ないことが確認できた．
／／
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（a）回路図
∫°72C
　6kQ才c：
（b）受光ボックス内の電子回路
図4－14　受光用ファイバのレーザ光を計測するためのレーザ受光用電子回路
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　　　　　　図4－15　検出予備実験に使用した実験装置の概略図
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図4－16　検出予備実験に使用したラテックスビーズ
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図4－17　マイクロ流路のファイバ位置を流れる小径ビーズ
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　図4－18　レーザを受光した電圧波形における小径ビーズ通過による波形変化
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4．4．2　血液を用いた検出実験
　4．4．1節では，レーザ受光用電子回路を作製し，研磨加工したファイバ端面のコア部分の
小さな凹凸やうねりがレーザの投光や受光に対して問題がなく，小径ビーズの通過による
電圧波形の変化を確認することができた．次に，マイクロ流路に血液を送液し，小径ファ
イバとレーザ光を用いて血球を検出した．
　実験で使用した装置は前節の図4－15に示す概略図と同様である．自己血を生理食塩水で
希釈しマイクロ流路に送液し，赤血球を検出する予備実験を行った．検出用レーザには波
長633nmのHe－Neレーザまたは赤血球の吸光度が高い波長532nmの半導体レーザを用い
た．光学顕微鏡に取り付けた高速度ビデオカメラによって，マイクロ流路内の小径ファイ
バ挿入位置を流れる血液を観察した写真を図4－19に示す．さらに，レーザの光路上に赤血
球が進入し，赤血球がレーザ光を遮光しながら通過した時の受光結果を図4－20に示す．実
験の結果，赤血球の通過による電圧波形の変化が僅かであることがわかった．レーザ強度
が小さいことなどから検出感度が十分には確保できないことと小型化などの影響によって
電圧波形にノイズが含まれていることがわかる．このため，電圧波形変化から赤血球の通
過を判断することは難しい．電圧波形変化が僅かである原因として，赤血球におけるレー
ザ光の吸収が小さいこと，純水中のラテックスビーズに比べて生理食塩水中の赤血球は屈
折率比が小さいこと，球形状の小径ビーズに比べて赤血球は円盤のような形状であるため
レーザ光の散乱が小さいことなどが考えられる．
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4．4．3　高感度受光用電子回路による血球検出実験
　検出システムを用いた予備実験において，小径ビーズの通過では大きな電圧波形の変化
が検出されたが，赤血球の通過では電圧波形の変化が僅かであった．そこで，レーザ受光
用電子回路を改良することによって，赤血球の通過による電圧波形変化を拡大することを
試みた．検出精度の確認を行うために，赤血球の透過光を測定する予備実験を行った．
　レーザ受光用電子回路は次の2つの機能を追加し改良した．1つ目は，受光した信号の
変化量を拡大するために，アナログ信号の増幅率を改良前の10倍程度に増加させた．2
つ目は，赤血球の通過による信号変化とノイズとを分離させるために，赤血球の通過が確
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認できるようなサンプリング周波数を考慮し，そのf1沿’周波数（1kHz～10kHz）のみを取
り出すフィルタを設けた．図4－21（a）に示すような回路を設計し，図4－21（b）に示すような
改良したレーザ受光用電子回路を作製した．このレーザ受光用電Hr：1路を検証するために
簡易的な予備実験を行った．図4－22に実験で使用した装置の概略図を示す．スライドガラ
ス上に赤血球を重複が起こらないように生理食塩水とともに付着させ，その後スライドガ
ラスを面方向に移動させることによって，レーザの光路ヒを赤1｛IL球が通過する時のレーザ
光の変化を測定する予備実験を行った．投光側ファイバにレーザを照射し，受光側ファイ
バに受光用電子回路を接続することによって，受光したレーザ光を電圧波形として測定し
た．そして，レーザ受光用電子回路をオシロスコープに接続し，計測したDC信ム3・の変化
部分を抽出するためにAC信号に変換して波形変化すなわちレーザ光の変化を測定した．
検出用レーザには波長633nmのHe－Neレーザよりも赤血球の吸光度が高い波長532nmの
半導体レーザを用いた．流路内を流れる場合と同程度の速度でスライドガラスを移動させ，
ガラス1：の赤血球がレーザ光を遮光しながら通過した時の受光結果を図4－23に示す．小径
ビーズの場合と類似した電圧の波形変化を示した．これらの結果，レーザ受光用電子回路
を改良することによって赤血球が通過した時の波形変化を確認することができた．
…
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（a）回路図
　　　　　　　　　　　　（b）受光ボックス内の電子回路
図4－21受光用ファイバのレーザ光を計測するための改良後のレーザ受光用電子回路
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　　図4－22　検出予備実験に使用した実験装置の概略図
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図4－23　改良したレーザ受光用電子回路を用いた血球検出
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4．5　マイクロ流体デバイスを用いた検出実験
4．5．1　シングルファイバによる血球検出
　前節では，検出のf’備実験を行うことによって，端面を研磨加Ilした小径ファイバがレ
ーザの投光や受光において問題がないことを検証し，また，赤血球が通過した時の波形変
化を確認することができ，作製したレーザ受光用電臼司路が有効であることがわかった．
次に，マイクロ流路内を整列して流れる血球数を計測することを目標として，検出のため
の小径ファイバと血球整列のための小径パイブを挿入したマイクロ流体デバイスを用いて
赤血球の検出を試み，本システムによる血球計数についての検討を行った．
　図4－24に実験で使用した装置の概略図を示す．流体の観察には光学顕微鏡に取り付けた
高速ビデオカメラを用いた．血球検出実験では，投光側ファイバにレーザを照射し，流路
内で対向する受光側ファイバにレーザ受光用電子回路を接続することによって，受光した
レーザ光を電圧波形として測定した．そして，レーザ受光用電子回路をオシロスコープに
接続し，計測したDC信号の変化部分を抽出するためにAC信号に変換して波形変化すな
わちレーザ光の変化を測定した．検出用レーザには，赤血球の吸光度が高い波長532nmま
たは波長405nmの半導体レーザを用いた，マイクロ流路には，小径パイプ流路に流人す
る支流路に生理食塩水で希釈した自己血を送液し，小径パイプの外周部分に流出する支流
F°cusi”g_．
Capillary　pipe
physiological　saline
High　speed　camera
　　　　　　　　　Optical　microscope
　　　Photodiode
　　　　Optical　fiber
　　　　　Blood　cell薮＿耐
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　　　（Wavelength：532nm，　Power：20mW）
　（2）Semiconductor　laser十Condenser　lens
　　　（Wavelength：408nm，　Power：5mW）
図4－24　血球検出実験に使用した実験装置の概略図
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路に生理食塩水を送液しだ，送液にはシリンジポンフをii］いた，図4－25（a）は小径ハイフの
出口部分でバイフ内から吐出する流［れとバ（ブの外周部〔ノ瑞［れとが合流する位置を光t’｝題1
微鏡で観察した写真である．血1夜と生理食塩水の合流部においてlllL液の流れの全周を生理
食塩水のシースフロー一で覆うことによって血球が整列していることがわかる．主た，この
合流位置σ）3mmド流部に配置した検出用ファイバ部分を観察した写真を図4－25（b）に・1こす．
対向する2本のファイバの中央付近をliiL球が整ダllして流れていることが確認できた．次に，
投光用ファイバによって流路内に波長532nmのレーザを照射し，受光用ファイバと受光
用電子回路を用いてこの時のレーザ光を測定した．測定した電圧波形を図4－26に示す．赤
血球が流路内のファイバ部分を通過した時の電圧波形変化を確認することができた．また，
流路内を並んで流れる赤lin球を観察した画像と，その時に受光したレーザ光の電圧波形と
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←
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　　　　　　　図4－25　マイクロ流路におけるiilL液の流れ
　0．310
Σ0．305?
?
00．300＞
　0．295
∠－
Passage　ofblood　cel1
　　　0　　　　　0．005　　　　α01　　　　0．Ol5　　　　0．02　　　　0．025　　　　0D3
　　　　　　　　　　　　　Time［sec］
図4－26　流路内を整列して流れる血球を検出した電圧波形
135
を図4－27に示す．下流方向に向かって並んで流れる赤血球の間隔（整列状態）と，電圧波形
が変化する時間間隔とが対応していることがわかる．また，ファイバのコア径が50μmで
あるため流路内に照射されるレーザ光の直径も50μm前後であるが，赤血球の直径が約8
μmであるため，レーザの光路上に2つ以Eの赤血球が同時に存在する可能性がある．図
4－27において，間隔が50μm以下に近接して流れる2つの赤血球や重複して流れる2っの
赤血球がファイバ位置を通過した場合は，電圧波形の変化量が大きくなることや，極小値
が2つ現れることなどがあった．このように顕微鏡と高速ビデオカメラを用いて赤血球を
観察した結果とファイバによる赤血球検出結果とが一一致していることが確認できた．ただ
し，赤血球の通過による電圧波形変化は，同じ変化率や同じ傾向の波形ではなく，流れて
いる赤血球毎に異なる．この原因として，流路内に照射されたレーザ光の強度分布が均一
ではないことや，レーザの光路に対して赤血球が通過する位置が僅かに異なることや，赤
血球が円盤形状であるためレーザの光軸に対する赤血球の姿勢などが考えられる．波長
405nmの半導体レーザを用いた場合も同様な結果が得られた．これらの結果から，この検
出システムが赤血球の計数を行うマイクロ流体デバイスに応用できると考えられる．
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0 0．005
図4－27　流路内を整列して流れる血球の観察結果とその血球を検出した電圧波形
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4．5．2　ダブルファイバによる検出精度の向上と流速測定
　4．5．1節では，小径ファイバと小径パイプを挿人したマイクロ流体デバイスを用いて，血
球を整列して流し，流路内のファイバ位置を赤血球が通過した時の電圧波形変化を確認で
きた．さらに，近接や重複して流れる2っの赤血球も電圧波形変化から確認することがで
きた．しかし，どの場合にも確実な重複判別ができるとは限らず，また赤血球の通過によ
る電圧波形変化は，同じ変化率や同じ傾向の波形ではなく，流れている赤【血球毎に異なる
こもわかった．対策として，赤血球を等間隔で流すことや，血球の姿勢を同・方向に維持
した状態で流すことが考えられるが，高粘性のマイクロ流体であるため僅かな状態の変化
の影響を受けることにより流れが安定しないことや流路が非常に複雑になるため，実現性
は乏しい．そこで，血球検出の精度向上を目的として，2組の検出用小径ファイバを挿人
したマイクロ流体デバイスを作製し，2種類の波長のレーザとこのデバイスを使用して，
血球計数の可能性を検討した．同時に，赤血球の流速測定も行った．
　4．3節で述べたマイクロ流路やファイバ固定用の微細溝加工と同じ加1：条件によって，2
組の検出用小径ファイバを挿入したマイクロ流体デバイスを作製した．図4－28は流路とフ
ァイバ固定用溝に2組の小径ファイバを挿入した部分のSEM観察写真である．また，図
4－29は作製したマイクロ流体デバイスをガラス基板側から光学顕微鏡で観察した写真であ
る．小径パイプ流路が合流する位置から3mmF流部に第1検出用ファイバを配置し，さ
らに，05mm下流部に第2検出用ファイバを配置した．したがって，2組のファイバの軸
間距離は05mmである．
　2本の投光用ファイバから流路内に波長532nmと405　nmのレーザをそれぞれ照射し，
2本の受光用ファイバでそれぞれ受光し，受光用電子回路を用いてそれぞれのレーザ光を
測定した．45」節と同様な実験方法で血液送液実験を行った．測定した電圧波形を図4－30
に示す．赤血球が流路内の第1検出用ファイバから第2検出用ファイバまで流れる時間だ
け電圧波形変化の時間差があることがわかる．また図4－30（a）の結果では，第1検出用ファ
イバによる電圧波形変化は僅かであったが，第2検出用ファイバによる電圧波形では変化
が大きく現れる場合もあった．図4－30（b）の結果では，第2検出用ファイバによる電圧波形
変化から赤血球の重複は確認できるが個々の赤血球を判別しにくい．　・方，第1検出用フ
ァイバによる電圧波形ではそれぞれの赤血球が明確に確認できる場合があった．これらの
結果から，2組の検出用小径ファイバと2種類の波長のレーザを使用することによって，
血球計数の精度を向上させられる可能性がある．
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図4－28　2組の小径ファイバを挿入した3層目までの微細溝のSEM写真
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図4－29マイクロ流体デバイスにおける小径パイプ流路と2組のファイバを
　　　　ガラス基板側から観察した写真
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図4－30　流路内を整列して流れる血球を2組のファイバで検出した電圧波形
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　次に，赤血球の流速測定について検討した．1つの赤lflL球が流路内の第1検出用ファイ
バと第2検出用ファイバ部分を通過した時の電圧波形変化の時間差を測定することによっ
て，赤血球の流速を算出した．受光用電子回路を用いてレーザ光を測定した電圧波形を図
4・・31に示す．この場合は電圧波形変化の時間差は約11．6msecであり，2組のファイバの軸
間距離0．5mmとこの時間から流速を算出した．シリンジポンプによる全流量が46μL／min
の時に，赤血球の流速は43mm／sであった．さらに，顕微鏡と高速ビデオカメラを用いて
赤血球を観察した動画をもとに赤血球の流速を概算した結果と，2組のファイバで計測し
た流速とが一致した．
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図4－31　同一の赤血球が2つのファイバ位置を通過する電圧波形変化の時間差
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4．　6結言
　μTASにおける検出システムには，微量な流体を扱うため定量性と十分な検出感度が
必要であり，同時に，小型化が求められる．そこで，本研究ではマイクロ流路内を整列し
て流れる血球数を計測するために，小径ファイバとレーザ光を用いた検出システムを考案
した．そして，エキシマレーザ加工と樹脂ラミネート法を用いて，血球整列のための小径
パイプを挿入したマイクロ流体デバイスに検出のための小径ファイバを挿入することを検
討した．さらにレーザ受光用の電子回路を作製し，マイクロ流体デバイスに自己血を送液
してマイクロ流路内を流れる血球の検出を行った．結果は以ドのとおりである、
①小径ファイバ端面の研磨加工
　・外径140μmの石英ガラス製バルクファイバの端面を研磨加1：した結果，レーザを投
　　光および受光する直径50μmのコア部分では，表面粗さ約0．04μmRa，約1．0μmPV，
　　うねり0．05μmPVの鏡面加工が得られた．
②小径ファイバを挿入したマイクロ流体デバイスの作製
　・エキシマレーザ加工と樹脂ラミネート法を用いて，血球検出のための小径ファイバと
　　血球整列のための小径パイプを挿入したマイクロ流体デバイスを作製した．
　・マイクロ流路およびファイバ固定用溝は良好な形状に加r．することができ，デバイス
　　に対する小径ファイバの固定や流路に対するファイバの位置決めが確実にできた．
③受光用電子回路の作製とレーザによる検出予備実験
　・レーザ受光用回路を作製した．
　・流路に平均粒径10μmのラテックスビーズを拡散させた純水を送液し，レーザの光路
　　上を小径ビーズが通過する時のレーザ光の変化を測定することにより，小径ビーズの
　　通過による電圧波形の変化を確認することができた．
　・赤血球の流れの測定では，レーザ光の遮光が小さいため，赤血球の通過による電圧波
　　形の変化が僅かであることがわかった．
　・以上のデータをもとにレーザ受光用電子回路の改良を行った結果，赤血球が通過した
　　時の電圧波形の変化を確認することができた、
④マイクロ流体デバイスを用いた検出実験
　・小径ファイバと小径パイプを挿入したマイクロ流体デバイスに血液と生理食塩水を送
　　液し，流路内を流れる血球の検出を試みた．小径パイプから吐出する血液と主流路の
　　生理食塩水との合流部分において，血球の流れが生理食塩水によって全周から絞られ，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　141
　　血球が一一列に並ぶ状態が確認できた、さらに，整列した赤血L球がド流部のファイバ位
　　置を通過した時の電圧波形変化を確認することができた．
　・顕微鏡に取り付けた高速ビデオカメラを用いて赤血球を観察した結果とファイバによ
　　る赤血球検出結果とが一致した．さらに，観察した動画をもとに赤血球の流速を概算
　　した結果とファイバで計測した流速とが一致した．
　・2組の検出用小径ファイバと2種類のレーザを使用することによって，血球計数の精
　　度を向上させる可能性があることがわかった．
　以上の結果から，本研究で考案した小径ファイバとレーザ光を用いた検出システムが，
赤血球の計数に十分使用できることがわかった．また，ダブルファイバによる検出システ
ムは，今後の血球計数への応用を研究していく段階において，検出精度のような機能向」二
や性能向上に役立っ技術であると期待できる．本システムは，従来のセルカウンターを非
常に小型化できる可能性があり，POCTを目的としたユビキタス血液検査に応用できると
考えられる．
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第5章　結論
　本研究では，多品種少量生産が必要となるような場合やμTASの研究開発におけるマ
イクロ流体デバイスの製造などにおいて，多種多様な流路形状に対応するためにはレーザ
加工が最適であると考え，レーザ加工技術と樹脂ラミネート法を組み合わせたマイクm流
路作製技術を提案しプロセスの最適化と，血液検査用マイクロ流体デバイスへの応用を検
討した．主な研究成果は以下のとおりである．UVレーザによるマイクロ加ll技術の確立
に取り組み，フッ素樹脂に擬似毛細血管流路へ適用可能な微小穴を加llできた．さらに，
レーザ加工とラミネート樹脂の積層化によるマイクロ流路加工技術の確立に取り組み，小
径パイプや小径ファイバなどの微小部品を組み込んだ3次元立体流路を作製することがで
きた．また，従来のようなポンプや電気泳動力などの流体駆動機器を使用せずにマイクロ
流路内の液体を送液する方法として，重力を利用した流体駆動方法を考案した．そして，
血液検査用マイクロ流体デバイスへの応用を検討し，血球整列ユニット，血球変形能観察
ユニット，流体駆動ユニットなどを集積化したマイクロ流体デバイスを作製し，液体に加
わる重力を利用して血液を駆動でき，さらに血球整列と赤血球の擬似毛細血管流路の通過
を確認できた．最後に，血球計数を目的として，小径ファイバとレーザ光を用いた検出シ
ステムを考案し，流路内を整列して流れる血球を検出することができた．本章では，各章
で得られた具体的な研究成果をまとめて総括を述べる．
　第2章では，マイクロ加工技術とマイクロ流路作製技術にっいて述べた．本研究では，
ポリイミドの熱硬化性ラミネートフィルムと，血液などの生体物質を対象とするため機水
性，耐薬品性，光透過性に優れたフッ素樹脂に注目した．しかし，フッ素樹脂はレーザ加
工，切削加工，エソチング加工など多くのマイクロ加工において，一一般的に加工が難しい
材料である．そこで，これらの材料に対してUVレーザによるマイクロ加工技術の検討を
行った．さらに，マイクロ流路の作製を行い，プロセスの最適化を行った．以ドの結果が
得られた．
（a）レーザによる熱硬化性ラミネートフィルムへのマイクロ加工技術
　　フルエンスと加工深さとの関係や，レーザ照射パルス数と加工深さとの関係など，熱
　　硬化性ラミネートフィルムに対するエキシマレーザ加工条件についての最適化を行っ
　　た．必要に応じた断面形状や深さの微細溝を作製でき，血液検査用流路として適用可
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　　能な加工面粗さの微細溝が得られた．これによって，三又構造の微細溝，幅が変化す
　　る微細溝，深さが変化する微細溝などが加1二可能となり，簡易にマイクロ流路となる
　　微小空間を形成できる新しい加［技術を実現した．
（b）レーザによるフッ素樹脂へのマイクロ加’11技術
　　波長248nmに比べて波長193nmのエキシマレーザは，加工形状のコントロールが容
　　易であることを明らかにした．次に，3種類のフッ素樹脂材料を比較した結果，PFA
　　とFEPでは流路を形成することが難しく，　EFEPでは流路の形成が可能であることを
　　示し，EFEPへの加工ではアスペクト比が1前後の穴形状ではレーザ照射パルス数と
　　加工深さとが比例関係となるような加工条件を得ることができた．これらによって，
　　従来は加工が困難であったフッ素樹脂フィルムに，マイクロ流路となる微小空間を形
　　成するための微細溝や微小穴の高精度加工を実現した．
　　　さらに，微小径の穴加工や微細溝加工では，穴が貫通するまでは加工面粗さは悪い
　　が，穴が貫通した後のレーザ照射回数を増加させることにより，穴側面が少しずつ除
　　去されていき，穴側面の加工面荒れが小さくなることを見出した．この効果によって，
　　流路として適用可能な加工面粗さの微細溝や微小穴の加工技術を確立した．
（c）フッ素樹脂フィルムへのレーザ加工面の評価
　　レーザ加工面の評価を行った結果，FTIRによる測定および濡れ性試験では，加E後の
　　特性変化がないことを確認した．この結果から，レーザ加工によってフッ素樹脂の特
　　性を有したマイクロ流路を作製可能であることを示した．
（d）マイクロ流路の作製技術
　　熱硬化性ラミネートフィルムの積層とレーザ加工によるマイクロ流体デバイスの作製
　　プロセスを考案し，さらにフッ素樹脂フィルムと熱硬化性ラミネートフィルムとの積
　　層とレーザ加工によるマイクロ流体デバイスの作製プロセスを考案した．熱硬化性樹
　　脂を用いることによって流路壁面が変形することなく，流路となるマイクロ空間を形
　　成することができた．一方，フッ素樹脂フィルムは熱可塑性樹脂であるが，樹脂ラミ
　　ネート法において，流路の天井と底面を形成している上下のフィルムの変形を2μm
　　以下にすることができた．この方法によって，用途に応じた複数の材料で形成される
　　3次元立体流路をもっマイクロ流体デバイスの作製技術を新たに開発した．
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　第3章では，2章で検討したマイクロ加工技術とマイクロ流路作製技術をもとに，血液
検査用μTASの構成要素となる数種類のマイクロ流体デバイスを作製し，それぞれに自
己血を流し血球の観察を行った、以Fの結果が得られた．
①三又構造マイクロ流路および小径バイプ挿人マイクロ流路を用いた血球整列
　　流路深さが45μmである三又構造マイクロ流路を用いて血液送液実験を行った結果，
　　サイド支流路の生理食塩水の圧力を高くすることによって三又構造流路の合流位置で
　　血液の流れ幅が絞られた状態で流れることが確認できた．次に，CAEを用いて外径
　　100μmの小径パイプを挿入した流路の設計を行い，エキシマレ…一一ザ加工，微細放電
　　加工，樹脂ラミネート法によって小径パイプ流路を持つマイクロ流体デバイスを作製
　　した．血液送液実験を行った結果，血液と生理食塩水の合流部分において，血球の流
　　れが生理食塩水によって全周から絞られ，血球が流路に対して一直線hに流れている
　　ことが確認できた．これによって，微小部品を組み込んだマイクロ流路を作製するこ
　　とが可能となり，より多様な形状のマイクロ流路を作製する技術を新たに開発した．
　　また，この血球整列用マイクロ流路は，血球を検出する技術と組み合わせることによ
　　って血球計数デバイスの超小型化を実現することができる技術であると考えられる．
②フッ素樹脂を用いた血球変形能観察用マイクロ流体デバイス
　　厚さIOO　Pt　mのフッ素樹脂EFEPのフィルムに人口の直径が20μmで，出口の直径が
　　5μmの微小穴をレ・一一一一ザで加工した．赤血球の直径の1／10に近い値まで加工表面をな
　　めらかにすることができ，目標とした擬似毛細血管の流路が得られた，この加工技術
　　によって，従来は加工が困難であったフッ素樹脂をマイクロ流体デバイスに適用する
　　ことが可能となり，嬢水性，耐薬品性，光透過性に優れたマイクロ流体デバイスを実
　　現できた．
　　次に，赤血球の変形を観察することを目的とした擬似毛細血管流路をもつマイクロ流
　　体デバイスを作製し，血液送液実験を行った．その結果，直径約8μmの赤血球がそ
　　の変形能により出口直径5μmの擬似毛細血管流路を詰まることなく通過することが
　　確認できた．本デバイスによって，マイクロ流路内における赤血球の変形が実現でき，
　　血球変形能測定デバイスへの可能性を示した．
③重力を利用した流体駆動方法と血球整列
　　三又構造マイクロ流路をもつマイクロ流体デバイスを使用し，送液用の小径チューブ，
　　または生理食塩水および血液用リザーバを上方に位置することによって，小径チュー
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　　ブやリザーバ内の液体に加わる重力によって，流路内の液体を駆動できることが，C
　　AEおよび血液送液実験によって確認できた．さらに，　r｛IL球を整列させることを目的
　　として，三又構造流路をもつ重力駆動部集積型マイクロ流体デバイスにおける流路形
　　状の最適化を行った．その結果，重力駆動によって血液の流れ幅を平均7μmに絞る
　　ことができ，血球の最大流速は約3mm／sが得られた．本技術によって，従来のような
　　ポンプなどの大型の流体駆動機器を使用した場合よりも，非常に微量な液体試料で送
　　液が可能となり，さらに流体駆動ユニットをチップ内に集積化でき，μTASの更な
　　る小型化を可能にする技術を開発したt
④複合流路における重力駆動と血球変形能観察
　　三又構造流路と擬似毛細血管流路を複合したマイクロ流路から構成され，重力駆動を
　　利用した赤血球変形能観察用マイクロ流体デバイスを作製した．チップを垂直な状態
　　にすることによって，直径約8μmの赤血球が重力のノ」によって出口直径5μmの擬
　　似毛細血管流路を詰まることなく通過することが確認できた．さらに赤血球が擬似毛
　　細血管流路に対して同一方向から流入し，同一方向へ流出することによって，赤血球
　　が擬似毛細血管流路を通過する時に発生する血球の衝突や干渉を軽減することができ
　　た．本技術によって，60mm×24mm×0．6mmのチップに3種類のユニットを集積化で
　　き，本技術は各種機能を有する数種類のデバイスから構成される｛fn液検査用μTAS
　　の開発を実現する上で不可欠な集積化技術である，
　第4章では，血球計数デバイスの開発について述べた．3章で検討したマイクロ流体デ
バイスにおいてマイクロ流路内を整列して流れる血球数を計測するために，本研究では小
径ファイバとレーザ光を用いた検出システムを考案した．血球検出用マイクロ流体デバイ
スとレーザ受光用電子回路を作製し，マイクロ流路内を流れる血球の検出を試み，本シス
テムによる血球計数の可能性について検討した．以下の結果が得られた．
（i）小径ファイバを挿入したマイクロ流体デバイスの作製
　　外径140μmの石英ガラス製バルクファイバの端面研磨加工を検討し，コア部分では
　　表面粗さ約0．04μmRa，約1．0μmPV，うねり0．05μmPVの鏡面が得られた．次に，
　　エキシマレーザ加工と樹脂ラミネート法を用いて，血球検出のための小径ファイバと
　　血球整列のための小径パイプを挿入したマイクロ流体デバイスを作製した．マイクロ
　　流路およびファイバ固定用溝は目標とする形状に加工することができ，デバイスに対
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　147
　　する小径ファイバの固定や流路に対するファイバの位置決めも確実にできた．本手法
　　によって，検出部分の小型化が実現できた．
（ii）小径ファイバとレーザ光による血球検出
　　レーザ受光用電子回路を作製し，小径ファイバと小径パイプを挿人したマイクロ流体
　　デバイスに自己血と生理食塩水を送液し，流路内を流れる血球の検出を試みた．小径
　　パイプから吐出する血液と主流路の生理食塩水との合流部分において，血球の流れが
　　生理食塩水によって全周から絞られ，血球が一列に並ぶ状態が確認できた．さらに，
　　整列した赤血球が下流部のファイバ位置を通過した時の電圧波形変化を確認すること
　　ができた．これによって，従来の研究例のような流路外部やデバイス外部からの検出
　　方法ではなく，チップ内に配置した小径ファイバとレーザ光を用いて，整列して流れ
　　る赤血球を流路内で検出するシステムを新たに開発した．
（iii）ダブルファイバによる検出システム
　　2組の検出用小径ファイバを挿入したマイクロ流体デバイスを作製した．波長532nm，
　　405nmのレーザとこのデバイスを使用して，整列して流れる赤血球を検出する実験を
　　行った．その結果，顕微鏡に取り付けた高速度ビデオカメラを用いて赤血球を観察し
　　た結果とファイバによる赤血球検出結果とが一致していることが確認でき，さらに，
　　赤血球の流速測定に関する結果も一致していることが確認できた．このダブルファイ
　　バによる検出システムは，今後の血球計数への応用を研究していく段階において，検
　　出精度のような機能向上や性能向上に役立つ技術であると期待できる．また，ファイ
　　バの配置やレーザ波長を今後検討し，他の検出にも応用することによって，カウント
　　以外の血球分析などへの発展が期待される．
　以上のように，本研究では新しいマイクロ流路作製技術を提案し加rプロセスの最適化
と，血液検査用マイクロ流体デバイスへの応用の可能性を示した．レーザによるマイクロ
加工技術の最適化，およびレーザ加工と樹脂ラミネート法を用いた3次元立体流路作製技
術は，高速・高精度な加工ができマイクロ流路設計における自由度も向ヒし，高機能なマ
イクロ流体デバイスの実用化につながる重要なプロセスである．また，ラミネートフィル
ムや一般的に加工が困難であるフッ素樹脂フィルムへのマイクロ加工技術と，フィルムを
積層する樹脂ラミネート法とを活用することによって，流路ごとに用途に応じた材料を選
択できるようになった．この作製技術は高機能なマイクロ流体デバイスの実用化につなが
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る重要なプロセスである．さらに，これらの技術をもとに作製した数種類のマイクロ流体
デバイスは，小型・高精度な血液検査システムに適用可能であることが見出され，今後は
医療分野への応用を検討したい．そして，血球を整列させて流すことができるマイクロ流
路と本研究で考案した小径ファイバとレーザ光を用いた検出システムは，本研究以外にも
幅広く応用できる技術であり，将来の発展が期待できる．また，赤血球の変形を観察でき
る擬似毛細血管流路は，血液検査の1っである血球変形能測定への応用が可能である．ま
た，本研究で考案した重力を利用した流体駆動技術は，非常に微量な液体試料で送液する
ことができ，さらに流体駆動ユニットをマイクロ流体デバイス内に集積することができる
ため，在宅医療の発展やPOCT（Point　of　care　testing）の発展には欠かせない技術であると
考えられる．
　本研究の成果は，高度医療技術を支える医療用μTASの研究開発において広く活用で
き実用化を促進する技術として寄与でき，また，化学やバイオをはじめとする様々な応用
分野における研究開発にも役立てることができると考えられる．しかし，まだ課題は残さ
れており，今後はデバイスの生産性，検査用周辺装置の小型化，実検査による評価，生体
適合性などをはじめとする課題に取り組みたい．これにより本研究の成果は，今後の技術
発展に貢献できると期待される．
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